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SOMMAIRE 
 
 
 
Ce projet de maitrise s’inscrit dans le cadre de l’étude du rôle de DLK dans les 
neurones. Depuis quelques années seulement, plusieurs auteurs ont démontré 
l’implication de DLK dans les mécanismes de dégénérescence et de 
régénérescence neuronale, des processus pouvant survenir lors du 
développement ou dans le cas de certaines pathologies reliées au système 
nerveux, comme l’Alzheimer et le Parkinson. Jusqu’à maintenant, peu de 
travaux sur la régulation de l’activité de DLK dans les cellules nerveuses ont été 
rapportés dans la littérature. Au cours de ce travail, nous avons démontré que la 
voie de signalisation DLK/JNK est activée suite à la dépolymérisation des 
microtubules, des composants majeurs du cytosquelette souvent affectés lors 
de stress infligés aux cellules. Cette démonstration s’est fait grâce aux 
traitements des cellules Neuro-2a avec la colcémide, suivis par des 
immunobuvardages de type Western dont l’anticorps était dirigé contre la forme 
phosphorylée de JNK (p-JNK), une cible majeure de DLK.  
 
 
Nous avons par la suite été en mesure de confirmer que l’activation de JNK était 
bel et bien DLK-dépendante à l’aide de cellules déplétées en DLK par des ARN 
interférents. Dans ces cellules, les niveaux de p-JNK étaient significativement 
inférieurs, comparés aux cellules contrôles, et ce même lorsqu’on active la voie 
de signalisation. Nous avons par la suite identifié, à l’aide d’une méthode de 
séquençage de nouvelle génération, le «RNA-seq», des gènes étant 
différentiellement exprimés dans les cellules déplétées en DLK. Nous avons été 
en mesure d’établir un lien entre certains des gènes régulés par DLK et le 
guidage axonal, un processus essentiel au développement neuronal.  
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Donc, en plus d’avoir démontré un mécanisme possible de régulation de DLK, 
nous avons, pour la première fois, identifié des gènes régulés par la 
présence/absence de cette dernière dans les cellules neuronales de 
mammifères.  
 
 
 
 
 
Dual Leucine Zipper Kinase (DLK), neurodégénérescence, régénérescence 
axonale, guidage axonal, microtubules 
  
 iv 
REMERCIEMENTS 
 
 
 
Premièrement, je tiens à remercier mon directeur de recherche, Richard, pour 
sa présence et ses conseils judicieux tout au long des deux ans qu’a nécessités 
mon projet de maitrise. Ses connaissances accrues sur le sujet, sa patience et 
sa confiance en mes compétences m’ont permis d’acquérir des connaissances 
et une autonomie qui me seront très utiles dans mes emplois futurs.  
 
 
Merci à mes deux conseillers de maitrise, Luc Gaudreau et Viktor Steimle pour 
leur regard extérieur et leurs conseils très utiles à l’avancement de mon projet. 
Merci aussi au CRSNG pour les fonds fournis à l’intention de mon projet. 
 
 
J’aimerais aussi remercier mon collègue de laboratoire Mathieu, avec qui je me 
suis lié d’amitié très rapidement. Il est devenu mon acolyte de tous les jours et 
une référence lorsque j’avais des doutes en lien avec des manipulations, deux 
cerveaux valent mieux qu’un. Merci, aussi, à Laurence Vincent et Lauralyne 
Dumont pour leur passage au laboratoire, en tant que stagiaires. Je tiens aussi 
à remercier tous les gens du département dont j’ai fait la connaissance et avec 
lesquels j’ai pu partager des soirées hautement distrayantes et constructives en 
plusieurs points. 
 
 
Dernièrement, un gros merci à ma famille et mes proches qui m’ont encouragé 
et soutenu tout au long de ces deux belles années de travail rigoureux.  
   
 v 
TABLE DES MATIÈRES 
 
 
 
SOMMAIRE ......................................................................................................... ii 
REMERCIEMENTS ............................................................................................ iv 
TABLE DES MATIÈRES ...................................................................................... v 
LISTE DES ABRÉVIATIONS ............................................................................ viii 
LISTES DES TABLEAUX ................................................................................... xi 
LISTE DES FIGURES ........................................................................................ xii 
CHAPITRE 1 - INTRODUCTION ......................................................................... 1 
1.1 Le neurone ................................................................................................. 1 
1.1.1 Les structures du neurone ............................................................................. 2 
           1.1.1.1 Le corps cellulaire............................................................................ 2 
           1.1.1.2 Les dendrites ................................................................................... 3 
           1.1.1.3 L’axone ............................................................................................ 3 
1.1.2 Propriétés et physiologie des cellules neuronales ......................................... 5 
1.1.3 Les maladies neurodégénératives ................................................................. 7 
1.2 La neurodégénérescence ......................................................................... 10 
1.2.1 La dégénérescence wallérienne .................................................................. 11 
           1.2.1.1 La dégénérescence du système nerveux périphérique .................. 11 
           1.2.1.2 La dégénérescence du système nerveux central ........................... 12 
1.3 Le cytosquelette ....................................................................................... 13 
1.3.1 Les microfilaments d’actine ......................................................................... 13 
1.3.2 Les filaments intermédiaires ........................................................................ 14 
1.3.3 Les microtubules ......................................................................................... 14 
           1.3.3.1 La tubuline ..................................................................................... 15 
           1.3.3.2 Les protéines associées aux microtubules .................................... 16 
 vi 
           1.3.3.3 Les microtubules neuronaux .......................................................... 17 
1.4 DLK (Map3k12) ........................................................................................ 20 
1.4.1 Les sites d’expression majeurs de DLK ....................................................... 22 
1.4.2 La voie de signalisation DLK ....................................................................... 23 
1.4.3 Régulation de DLK ...................................................................................... 25 
           1.4.3.1 Régulation au niveau de l’ubiquitination ......................................... 26 
           1.4.3.2 Régulation au niveau de la phosphorylation .................................. 27 
1.4.4 Les fonctions de DLK .................................................................................. 30 
           1.4.4.1 Les fonctions de DLK dans les adipocytes .................................... 30 
           1.4.4.2 Les fonctions de DLK dans les kératinocytes ................................. 31 
           1.4.4.3 Les fonctions de DLK dans les neurones ....................................... 31 
                         1.4.4.3.1 Neurodégénérescence et apoptose neuronale .............. 32 
                         1.4.4.3.2 Neurorégénérescence et croissance axonale ............... 33 
                         1.4.4.3.3 Transports rétrogrades ................................................. 35 
1.4.5 L’association de DLK aux microtubules ....................................................... 36 
1.5 Description du projet de maitrise .............................................................. 38 
1.5.1 Hypothèse et objectifs ................................................................................. 38 
1.5.2 Présentation du modèle utilisé .................................................................... 39 
CHAPITRE 2 – MATÉRIEL ET MÉTHODE ....................................................... 40 
CHAPITRE 3 - RÉSULTATS.............................................................................. 48 
3.1 Effets phénotypiques de la dépolymérisation des microtubules sur les 
cellules Neuro-2a ........................................................................................... 48 
3.2 Conséquences de la dépolymérisation des microtubules sur la voie de 
signalisation DLK/JNK .................................................................................... 50 
3.3 Déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a .......................................... 52 
3.4 Impact de la déplétion de DLK sur l’activation de la voie DLK/JNK .......... 54 
3.5 Conséquences de la déplétion de DLK sur le transcriptome des neurones      
exposés à la colcémide .................................................................................. 56 
 
 
 vii 
CHAPITRE 4 – DISCUSSION GÉNÉRALE ....................................................... 71 
4.1 La dépolymérisation des microtubules cause la fragmentation des axones 
dans les cellules Neuro-2a ............................................................................. 72 
4.2 Activation de la voie de signalisation DLK/JNK par la dépolymérisation des 
microtubules ................................................................................................... 74 
4.3 La déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a cause une diminution du 
degré de phosphorylation de ses cibles ......................................................... 76 
4.4 La déplétion de DLK diminue le degré d’activation de la voie DLK/JNK par 
la colcémide ................................................................................................... 78 
4.5 Les effets régulateurs de DLK sur l’expression de gènes impliqués dans 
le  guidage axonal .......................................................................................... 79 
CONCLUSION ................................................................................................... 86 
BIBLIOGRAPHIE ............................................................................................... 89 
  
 viii 
LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 
 
 
Unité de mesure : 
 
% pourcent 
˚C degré celsius 
g gramme 
h heure 
kDa kiloDalton 
M Molaire 
m/s mètre par seconde 
ml millilitre 
mm millimètre 
mM millimolaire 
nm nanomètre 
nM nanomolaire 
p/v poids/volume 
rpm révolution par minute 
U unité 
µg microgramme 
µl microlitre 
µM micromolaire 
 
 
Autres : 
 
ADN acide désoxyribonucléique 
 ix 
ADNc ADN complémentaire 
AP-1 «activator protein 1» 
ARN acide ribonucléique 
ARNm ARN messager 
ATP adénosine triphosphate 
BSA «bovine serum albumin» 
C/EBPα «CCAAT/enhancer binding protein alpha» 
CO2 dioxyde de carbone 
DLK «dual leucine zipper-bearing kinase» 
DMEM «Dulbecco’s Modified Eagle Medium» 
EDTA éthylène diamine tétra-acétique 
ERK «extracellular signal-regulated kinase» 
FBS «fetal bovine serum» 
GAP-1 «growth-associated protein 1» 
GDP guanine diphosphate 
GTP guanine triphosphate 
HCl acide chloridrique  
JIP «JNK-interacting protein» 
JNK «c-Jun N-terminal kinase» 
MAP1 «microtubules associated protein 1» 
MAP2 «microtubules associated protein 2» 
MAP3K12 «mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12» 
MAP4 «microtubules associated protein 4» 
MAPK «mitogen-activated protein kinase» 
MAPKK «mitogen-activated protein kinase kinase» 
MAPKKK «mitogen-activated protein kinase kinase kinase» 
MAPs «microtubules associated proteins» 
MAPT «microtubules associated protein Tau» 
MARK «microtubule-affinity-regulating-kinase» 
 x 
MgCl2 chlorure de magnésium 
MKK4 «MAP kinase 4» 
MKK7 «MAP kinase 7» 
MLK «mixed-lineage kinase» 
MTT sel de tétrazolium  
Na3VO4 sodium ortho-vanadate 
NaCl 
OMS 
chlorure de sodium 
organisation mondiale de la santé 
p-JNK «phosphorylated c-Jun N-terminal kinase» 
PBS «phosphate buffered saline» 
PPARγ2 «peroxisome proliferator activated receptor gamma 2» 
PVDF polyfluorure de vinylidène 
qPCR réaction en chaine par polymérase quantitative 
RNAseq «RNA sequencing» 
SAPK «stress-activated protein kinase» 
Smad1 «mothers against decapentaplegic homolog 1» 
Stat3 «signal transducer and activator of transcription 3» 
TBS-T «tris-buffered saline-Tween 20» 
USP9X «ubiquitin specific peptidase 9, X-linked» 
UV ultraviolet  
ZAK «leucine-zipper (LZ) and sterile-alpha motif (SAM) kinase» 
α alpha 
β bêta 
γ gamma 
  
 xi 
LISTE DES TABLEAUX 
 
 
 
 
MATÉRIEL ET MÉTHODES   
Tableau 2.1 Séquence nucléotidique des amorces universelles ainsi 
que des adaptateurs utilisés pour l’élaboration de la 
banque d’ADN complémentaires………………………….. 
 
 
46 
RÉSULTATS   
Tableau 3.1 Informations sur les transcrits générés par l’analyse 
«RNA-seq» pour chacun des échantillons……………….. 
 
59 
Tableau 3.2 Identité des gènes impliqués dans le guidage axonal, 
dont l’expression est susceptible d’être régulée par 
DLK………………………………………..………………….. 
 
 
63 
Tableau 3.3 Description des gènes identifiés par «RNA-seq», 
impliqués dans le guidage axonal…………………………. 
 
64 
Tableau 3.4 Noms et séquences des amorces utilisées pour les 
amplifications par PCR quantitatives……………………… 
 
65 
  
 xii 
LISTE DES FIGURES 
 
 
 
1. INTRODUCTION   
Figure 1.1 Structure générale d’un neurone………………………… 5 
Figure 1.2 Schéma simplifié d’un réseau neuronal………………… 7 
Figure 1.3 Quelques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer… 9 
Figure 1.4 Schéma simplifié de la structure des microtubules….... 16 
Figure 1.5 Morphologie des microtubules sains comparée à celle 
des microtubules dans la maladie d’Alzheimer………… 
 
19 
Figure 1.6 Schéma représentant la voie de signalisation générale 
des MAPK………………………………………………….. 
 
21 
Figure 1.7 Voie de signalisation DLK/JNK…………………………... 25 
Figure 1.8 Régulation de DLK………………………………………… 29 
Figure 1.9 Quelques rôles de DLK dans le neurone……………….. 36 
Figure 1.10 Immunolocalisation de DLK dans les Neuro-2a par 
microscopie à fluorescence………………………………. 
 
37 
3. RÉSULTATS   
Figure 3.1 Effet de la colcémide sur la morphologie des cellules 
Neuro-2a………………………………………………….... 
 
49 
Figure 3.2 Essais de viabilité sur les cellules Neuro-2a……..…….. 50 
Figure 3.3 Activation de la voie DLK/JNK par la dépolymérisation 
des microtubules…………………………………………... 
 
51 
Figure 3.4 Déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a………….. 53 
Figure 3.5 La déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a visible 
par microscopie à fluorescence………………………….. 
 
54 
Figure 3.6 Impact de la déplétion de DLK sur la voie de 
signalisation DLK/JNK…………………………………….. 
 
55 
 xiii 
Figure 3.7 Analyse des ARN et des ADNc par micro-
électrophorèse capillaire………...................................... 
 
57 
Figure 3.8 Validation de l’efficacité de la déplétion de DLK dans 
les cellules Neuro-2a traitées ou non à la colcémide en 
prévision de l’analyse «RNA-seq»………………...…….. 
 
 
58 
Figure 3.9 Analyse transcriptomique des cellules Neuro-2a 
déplétées en DLK………………………………………..... 
 
62 
Figure 3.10 Expression relative des ARNm des gènes régulés 
différentiellement par l’absence/présence de DLK…….. 
 
67 
Figure 3.11 Niveau d’abondance de la Plexine A4 et de la 
Neuropiline-1 dans les cellules Neuro-2a déplétées ou 
non en DL…………………………………………………... 
 
 
68 
Figure 3.12 Immunolocalisation de DLK au niveau des axones 
dans les cellules Neuro-2a.……………………............... 
 
69 
 1 
CHAPITRE 1 
 
INTRODUCTION 
 
 
 
1.1 Le neurone 
 
 
Le neurone, ou cellule nerveuse constitue l’unité structurale et fonctionnelle du 
système nerveux. Le terme «neurone» fut introduit en 1891 par l’anatomiste 
allemand Heinrich Wilhelm Waldeyer. Dans le corps humain, le nombre de 
neurones se situerait autour de la centaine de milliards (Williams, 1988), 
lesquels forment des milliers de réseaux fonctionnels. Les neurones sont 
hautement spécialisés, leur rôle principal étant d’acheminer les messages sous 
forme d’influx nerveux entre les différentes parties du corps. Ils ont une grande 
longévité et peuvent fonctionner de manière optimale durant toute la vie d’un 
individu s’ils reçoivent les facteurs adéquats.  De plus, les neurones sont 
amitotiques, autrement dit ils ont perdu la capacité de se diviser, donc ne 
peuvent être remplacés s’ils sont détruits, sauf pour certains types de neurones 
(Herrup et Yang, 2007). En effet, il existe différents types de neurones, dont la 
morphologie et les fonctions diffèrent pour chacun d’eux. D’un point de vue 
fonctionnel, les neurones sensoriels sont ceux qui captent les messages des 
récepteurs sensoriels et les communiquent au système nerveux central. Les 
neurones moteurs sont ceux qui conduisent la commande motrice du cortex à la 
moelle épinière ou de la moelle aux muscles. Et finalement, il y a les 
interneurones, qui connectent entre eux différents neurones à l’intérieur du 
cerveau ou de la moelle épinière. Le neurone est une cellule très fragile, qui 
subit plusieurs types d’agression, comme le manque d’oxygène, le manque de 
 2 
glucose ou bien la présence de toxines. Ces caractéristiques font des neurones 
des sujets d’étude très intéressants, surtout au niveau de la compréhension des 
mécanismes impliqués en réponse à ces évènements.  
 
 
1.1.1 Les structures du neurone 
 
 
Les neurones sont des cellules complexes et longues et sont généralement 
composés d’un corps cellulaire dont émergent des prolongements (voir figure 
1.1). Ces derniers sont de deux types, soit l’axone (unique) et les dendrites 
(multiples) qui peuvent constituer parfois presque 90% du neurone.  
 
 
Figure 1.1 Structure générale d’un neurone. Image réalisée à l’aide du 
site smart.servier.fr. 
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1.1.1.1 Le corps cellulaire 
 
 
Le corps cellulaire du neurone, aussi appelé soma ou péricaryon, est composé 
d’un cytoplasme qui entoure un noyau sphérique bloqué en interphase, donc 
incapable de se diviser.  Le diamètre du soma peut varier selon le type de 
neurone, soit de 5 à 120 micromètres. Cette partie du neurone constitue le 
centre de biosynthèse et on y retrouve tous les organites habituels. La synthèse 
des protéines et des membranes a lieu dans le réticulum endoplasmique 
rugueux (RE) dont l’activité et le perfectionnement surpassent ceux des RE de 
toutes les autres cellules de l’organisme. Le RE est très développé et forme un 
arc presque complet autour du noyau. L’appareil de Golgi est aussi présent et 
les mitochondries sont dispersées dans le soma parmi les autres organites.  On 
y retrouve aussi les trois types d’éléments du cytosquelette, soit les 
microfilaments d’actine, les neurofilaments et les microtubules. Dans la plupart 
des cas, le soma est situé à l’intérieur du système nerveux central où il est 
protégé par le crâne et la colonne vertébrale. 
 
 
1.1.1.2 Les dendrites 
 
 
Le corps cellulaire du neurone possède généralement des centaines de 
dendrites, qui sont des prolongements courts portant des ramifications diffuses, 
augmentant ainsi la surface du soma, tel qu’illustré à la Figure 1.1. Ils forment la 
principale structure réceptrice et peuvent recevoir un grand nombre de signaux 
des autres neurones grâce à la grande surface qu’elles occupent. Certaines 
dendrites ont une extrémité bulbeuse ou pointue, appelées épines dendritiques, 
qui constitue le point de contact, soit la synapse, avec d’autres neurones. Les 
dendrites reçoivent l’information des synapses des autres neurones et 
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transmettent ces signaux électriques vers le corps cellulaire, avec plus ou moins 
de puissance selon le neurone qui lui correspond.  
 
 
1.1.1.3 L’axone 
 
 
Chaque neurone est muni d’un axone unique, qui est issu d’une région conique 
du corps cellulaire, appelé cône d’implantation, d’où il rétrécit en formant un 
mince prolongement dont le diamètre reste uniforme (voir Figure 1.1). Le 
diamètre d’un axone peut varier de 1 à 15 micromètres et sa longueur d’un 
millimètre à plus d’un mètre.  Dans certains neurones, l’axone est donc presque 
absent tandis que dans d’autres il peut constituer presque toute la longueur de 
la cellule. Un neurone possède un seul axone, mais ce dernier peut parfois 
émettre des ramifications, nommées collatérales. L’extrémité de l’axone se 
divise en de nombreuses ramifications terminales, aussi appelées télodendrons, 
formant l’arborisation terminale. Il peut y avoir 10 000 télodendrons par neurone 
et chacun se termine par un renflement appelé bouton terminal ou corpuscule 
nerveux terminal.  Dans le système nerveux central, les axones se regroupent 
en faisceaux alors que dans le système nerveux périphérique, ils forment les 
nerfs. Dans le système nerveux périphérique, les axones sont recouverts de 
cellules de Schwann qui sont riches en myéline, une substance constituée 
principalement de lipides. La myéline sert entre autres à isoler et protéger les 
fibres nerveuses. Les cellules de Schawnn s’enroulent et forment un long 
manchon discontinu autour de l’axone, appelé gaine de myéline. Cette dernière 
permet d’augmenter la vitesse de propagation de l’influx nerveux le long des 
fibres nerveuses. Entre chaque partie myélinisée de l’axone, se retrouve une 
partie non recouverte, qui elle est conductrice, appelée nœud de Ranvier. 
L’influx nerveux est propagé le long de l’axone en sautant d’un nœud de 
Ranvier à l’autre, ce qui lui permet de parcourir la longueur de l’axone plus 
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rapidement. Dans un neurone dépourvu de myéline, l’influx voyage à une 
vitesse moyenne de 1 m/s, tandis quand dans un axone myélinisé, elle peut 
atteindre plus de 100 m/s. Ce type de conduction est dit saltatoire. Dans le 
système nerveux central, ce sont les oligodendrocytes qui jouent ce rôle isolant.  
 
 
Les axones sont caractérisés par l’absence de structures responsables de la 
synthèse de protéines. Ils ne peuvent donc pas renouveler eux-mêmes les 
macromolécules dont ils sont constitués ni assurer seuls la synthèse des 
neurotransmetteurs qu’ils libèrent. Ce problème est pallié par l’existence d’un 
apport continu de macromolécules, du soma vers l’axone jusqu’aux 
terminaisons, par transport axonal antérograde. 
 
 
 
1.1.2 Propriétés et physiologie des cellules neuronales 
 
 
Les neurones sont responsables de l’émission et de la propagation des 
messages nerveux. En fonction des informations qu’ils reçoivent, ils sont 
capables d’émettre des signaux électriques, de les propager le long des axones 
et de les transmettre à d’autres cellules. Les neurones ont la propriété d’être 
excitables et si les stimulations sont d’intensité adéquate, la cellule répond en 
développant un signal bioélectrique appelé potentiel d’action. Le neurone est en 
mesure de propager ce dernier et de le conduire tout le long de l’axone jusqu’à 
l’extrémité de ses prolongements. Cette excitation est transmise aux éléments 
cellulaires post-synaptiques, ce qui confère aux neurones la propriété de 
conductivité. Les propriétés des neurones sont permises grâce à la présence de 
protéines particulières dans sa membrane. Ces dernières régulent 
sélectivement le passage de certains ions en maintenant des différences de 
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concentrations ioniques dans chacun des compartiments intra- et 
extracellulaires. Parmi ces protéines, on y retrouve des canaux ioniques 
membranaires, comme les canaux à calcium et potassium, des récepteurs aux 
neuromédiateurs et des transporteurs. 
 
 
La morphologie des neurones est modelée par leurs fonctions de réception, 
d’intégration et de transmission de l’information. Les dendrites et le soma 
constituent la principale surface de réception d’un stimulus. L’information 
transmise aux dendrites est transformée en signaux de courte portée nommés 
potentiels gradués, qui additionnés entre eux, permettent de produire le 
potentiel d’action. Ce dernier est enclenché par l’ouverture des canaux 
membranaires qui laissent passer des ions, ce qui cause une dépolarisation de 
la membrane (Connors, 2004). Il sera transmis sur de longues distances le long 
de l’axone sans perte d’amplitude, jusqu’aux terminaisons axonales, où les 
neurotransmetteurs entreposés seront libérés dans la fente synaptique 
(Connors et Long, 2004). Les neurotransmetteurs sont divisés en plusieurs 
catégories, par exemple le glutamate, la dopamine, l’acétylcholine, etc. Ils 
permettent la stimulation d’un neurone voisin, d’un muscle ou d’une glande (voir 
Figure 1.2). Tous les muscles et les organes dépendent de ces influx pour 
fonctionner et cette séquence, qui a lieu en une fraction de seconde, représente 
le trajet type de leur propagation. 
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1.1.3 Les maladies neurodégénératives 
 
 
Le système nerveux gère de multiples informations et fonctions qui se 
répercutent dans tout l’organisme. Ce dernier peut faillir en de nombreuses 
conditions et une altération du système nerveux mène généralement à des 
complications assez graves dues à l’importance de ce système dans le bon 
fonctionnement du corps. La dégénérescence neuronale fait partie intégrante de 
Figure 1.2  Schéma simplifié d’un réseau neuronal. (A) Synapse entre 2 
neurones. Les neurotransmetteurs sont relâchés par le neurone 1 dans la fente 
synaptique. Ces derniers sont captés par les dendrites du neurone 2, ce qui 
permet d’enclencher un influx nerveux tout au long de ce dernier. (B) Synapse 
neuromusculaire. L’influx parvenu aux boutons synaptiques permet le 
relâchement des neurotransmetteurs dans la synapse où ils seront captés par 
des récepteurs à la surface du muscle. 
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plusieurs maladies comme l’Alzheimer, le Parkinson, la sclérose en plaques, 
etc. (Przedborski et al, 2003). Ces maladies prennent de plus en plus d’ampleur 
dans notre entourage autant au niveau économique que social. Ces maladies 
sont généralement liées à l’âge (Kim et al, 2012). Effectivement, lorsqu’on 
vieillit, on s’attend à un déclin des facultés intellectuelles et de la mémoire, mais 
lors des maladies neurodégénératives, ce déclin est beaucoup plus rapide que 
la normale. Ces maladies affectent le bon fonctionnement du cerveau de façon 
progressive au cours de leur évolution. Les causes de ces maladies ne sont pas 
très bien connues jusqu’à maintenant, même si certains facteurs ou évènements 
peuvent en augmenter les probabilités. Une combinaison de facteurs propres à 
chaque individu pourrait être à l’origine de ces maladies. Parmi ces facteurs, on 
peut noter l’âge, la génétique, les traumatismes crâniens, l’exposition à des 
toxines, l’inflammation, etc. (Przedborski et al, 2003). 
 
 
La maladie neurodégénérative la plus fréquente est celle de l’Alzheimer, qui se 
caractérise par la perte de neurones et de synapses (Kim et al, 2012). Cette 
perte anormale et prématurée entraine une atrophie des régions affectées, soit 
le cortex, l’hippocampe et le lobe temporal. Le cerveau peut ainsi perdre 8 à 10 
% de son poids tous les dix ans (Wenk, 2003) (voir Figure 1.3B). Cette mort 
cellulaire s’amplifie au fur et à mesure que la maladie progresse et peut 
entrainer la perte de certaines fonctions comme la mémoire, le raisonnement, le 
langage, le jugement et l’humeur. Cette maladie touche généralement les gens 
à partir de 65 ans (Bareyre et al, 2005). Les statistiques tendancielles 
démontrent que le nombre d’individus malades doublerait à chaque tranche de 
20 ans dans le futur, tel qu’illustré à la Figure 1.3A, et ce du en grande partie au 
vieillissement de la population (Anders et al, 2013). Au niveau phénotypique, la 
maladie se caractérise par 2 aspects principaux. Le premier est extracellulaire et 
se caractérise par la formation des plaques amyloïdes toxiques entre les 
neurones au cours de la maladie (Ohnishi et Takano, 2004). Le second étant 
 9 
l’accumulation d’agrégats de protéines tau, formant les dégénérescences 
fibrillaires à l’intérieur des neurones (Brody et Holtzman, 2008). Ces plaques 
séniles et ces agrégats anormaux de tau vont bloquer le fonctionnement normal 
des neurones et finissent par provoquer une mort neuronale par apoptose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
La maladie de Parkinson, la deuxième maladie neurodégénérative en 
importance après celle de l’Alzheimer, est caractérisée par des troubles moteurs 
d’évolution progressive. Ces troubles résultent de la perte de neurones situés 
dans la substance noire du cerveau. Ces neurones régulent un ensemble de 
structures cérébrales impliquées notamment dans l’apprentissage moteur et le 
contrôle du mouvement. Les symptômes débutent vers les âges de 45 à 70 ans.  
 
Figure 1.3 Quelques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. (A) 
Progression tendancielle du nombre de personnes atteintes de la maladie 
d’Alzheimer au niveau mondial (figure adaptée de l’OMS). (B) Comparaison 
entre un cerveau sain et un cerveau à un stade avancé de la maladie. Ce 
cerveau est réduit en taille et on peut y observer une désintégration des zones 
associées à la mémoire, soit un rétrécissement au niveau de l’hippocampe et 
du cortex. Les ventricules sont des espaces remplis de fluide qui grossissent  
tout au long de la progression de la maladie (figure adaptée d’Alzheimer 
association). 
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La sclérose en plaques, quant à elle, est une maladie neurodégénérative qui 
frappe le plus souvent les jeunes adultes dont l’âge varie entre 15 et 40 ans. La 
sclérose en plaques est une affection auto-immune, c’est-à-dire que le système 
immunitaire considère la gaine de myéline comme un corps étranger et s’y 
attaque. Cette démyélinisation entraine une altération de la conduction de 
l’influx nerveux dans l’axone, ce qui aboutit à des signes cliniques variés. Cette 
maladie diminue la qualité de vie, mais n’est pas fatale pour la grande majorité 
des personnes atteintes (Société Parkinson Canada). 
 
 
Aucun traitement n’est disponible à ce jour pour guérir complètement ou 
prévenir ces maladies. Certains médicaments et soins permettent de retarder 
leur évolution, mais sans plus, car elles finissent tôt ou tard par être fatales ou 
bien diminuer la qualité de vie des gens atteints. C’est pourquoi plusieurs 
équipes de recherche se penchent sur la compréhension des mécanismes mis 
en place au niveau cellulaire et moléculaire lors de ces maladies. Une meilleure 
connaissance des mécanismes et évènements impliqués dans la  
dégénérescence neuronale pourrait mener un jour à l’élaboration de stratégies 
efficaces. 
 
 
1.3 La neurodégénérescence 
 
 
La neurodégénérescence est un processus pathologique progressif entrainant la 
mort des cellules nerveuses. Une neurodégénérescence peut survenir lors du 
développement neuronal normal, pendant lequel un nombre excessif de 
neurones est généré. Seulement ceux qui forment des connexions stables et 
fonctionnelles survivent afin de constituer un réseau mature (Liu et al, 2011). 
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C’est pourquoi lors de l’établissement de connexions entre les neurones, on ne 
retrouve pas seulement la croissance d’axone et de dendrites, mais aussi 
l’apoptose neuronale et la dégénérescence axonale (Luo et al, 2005). Cette 
dernière peut toute aussi survenir lors de stress neurotoxiques, de traumatismes 
ou blessures quelconques menant au sectionnement du nerf. De plus, la 
dégénérescence neuronale fait partie intégrante de plusieurs maladies, dont 
certaines ont été mentionnées et décrites brièvement. Ces altérations 
proviennent généralement d’un dommage au niveau cellulaire.  
 
 
1.2.1 La dégénérescence wallérienne 
 
 
Dans le cas d’une coupure ou de l’écrasement d’un nerf, la cellule est 
fragmentée en deux parties, la partie distale étant celle séparée du corps 
cellulaire et la partie proximale étant celle qui y est encore attachée (Coleman et 
Freeman, 2010). Dans ces cas, la partie distale à la lésion va dégénérer selon 
un processus appelé dégénérescence wallérienne. Les axones et les gaines de 
myéline sont digérés par les macrophages et les cellules de Schwann. 
 
 
1.2.1.1 La dégénérescence du système nerveux périphérique 
 
 
Dans le système nerveux périphérique, qui est impliqué tout autant dans la 
sensation du toucher que dans la commande aux muscles, les nerfs ont la 
capacité de régénérer suite à un dommage sévère. Sans entrer trop dans les 
détails, plusieurs facteurs sont régulés lors de ce processus. Les cellules de 
Schwann, formant la gaine de myéline, vont persister sous forme de tubes vidés 
 12 
de leur contenu dans la partie distale de la lésion (Glass et al, 1993). Si la 
distance de séparation n’est pas trop longue, le bout proximal de la fibre 
nerveuse envoie des bourgeons de repousse vers ces tubes, qui sont attirés par 
des facteurs de croissance produits par les tubes eux-mêmes. Effectivement, 
une lésion à un nerf périphérique cause l’activation du programme de 
régénérescence axonale, caractérisé par la régulation positive de certains 
gènes associés à la régénérescence, entre autres GAP-1, Smad1, c-Jun ainsi 
que des composantes du cytosquelette (Hoffman, 2010; Richardson et al, 
2009). D’autres gènes sont régulés de manière négative, par exemple les gènes 
codant pour des canaux ioniques et des neurotransmetteurs (Hoffman, 2010; 
Richardson et al, 2009). Donc, pendant que la partie distale dégénère, la partie 
proximale répare la membrane axonale endommagée. La fibre nerveuse peut 
donc ainsi repousser dans le tube et parvenir à réinnerver les muscles cibles. 
Ce processus se fait spontanément, à la vitesse d’environ un millimètre par jour.  
Si la distance de séparation est trop longue ou si le nerf a été déplacé, une 
intervention chirurgicale peut être effectuée pour le remettre en place et ainsi 
améliorer les chances de réinnervation.  
 
 
1.2.1.2 La dégénérescence du système nerveux central 
 
 
Dans le système nerveux central, le même processus est observé au niveau de 
la partie distale de la lésion. Par contre, la partie proximale n’envoie pas de 
bourgeons de repousse, ce qui mène généralement à la mort de la cellule, par 
apoptose.  Une des raisons majeures de l’échec de la régénérescence serait 
l’environnement local non permissif de ces neurones (Liu et al, 2011). Certaines 
études démontrent que les axones matures dans le système nerveux central 
auraient perdu leur habilité de se régénérer suite à un dommage (Bareyre et al, 
2005). 
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1.3 Le cytosquelette 
 
 
Le cytosquelette est un réseau de filaments constituant la charpente des 
cellules et est responsable de leurs mouvements. Contrairement au squelette 
osseux qui est rigide, le cytosquelette est une structure très dynamique et 
malléable, qui se réorganise continuellement au cours des différents 
évènements dans la cellule. Le cytosquelette est un réseau complexe de 
filaments et de tubules qui s’étend dans tout le cytoplasme, permettant aux 
cellules eucaryotes de s’adapter à une grande variété de changements 
morphologiques et d’effectuer des mouvements coordonnés. Il est constitué de 
structures allongées qui résultent de la polymérisation de trois principaux 
éléments, soit les filaments d’actines, les filaments intermédiaires et les 
microtubules, qui jouent tous des rôles différents et tout aussi importants.  
 
 
1.3.1 Les microfilaments d’actine 
 
 
Les microfilaments d’actine sont les éléments les plus abondants du 
cytosquelette et mesurent de 5 à 9 nm de diamètre. Ils sont composés de 
monomères d’actine polarisés, sont localisés juste sous la membrane plasmique 
et constituent un réseau tridimensionnel. Selon leur fonction, le réseau est 
organisé différemment, dans lequel plusieurs protéines caractéristiques 
interagissent avec l’actine.  Les microfilaments sont polaires et peuvent donc se 
polymériser et/ou se dépolymériser, permettant de former un équilibre 
dynamique. Les principales fonctions de ce réseau, en concert avec de 
nombreuses protéines, sont d’engendrer des mouvements à la surface 
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cellulaire, d’effectuer la phagocytose ainsi que la locomotion cellulaire (Gunning 
et al, 2015).  
 
 
1.3.2 Les filaments intermédiaires 
 
 
Les filaments intermédiaires sont des fibres de 8 à 10 nm de diamètre, réparties 
autour du noyau et irradiant vers la périphérie de la cellule. Ils sont composés 
de polymères constitués de différents types de protéines fibrillaires. Les 
filaments intermédiaires ne présentent pas de polarité, donc n’interviennent pas 
dans le transport directionnel et sont beaucoup plus stables que les filaments 
d’actine et les microtubules. Ils peuvent montrer une réorganisation importante 
lors de certains processus physiologiques, par exemple lors de la 
différenciation. Ils interviennent surtout dans le maintien de la morphologie 
cellulaire, dans la résistance aux stress mécaniques et le maintien d’une 
cohésion entre les cellules. 
 
 
1.3.3 Les microtubules 
 
 
Les microtubules sont des fibres de diamètre de 20 à 25 nm, constituants un 
réseau à partir du centrosome vers la périphérie de la cellule. La polarité des 
dimères de tubuline permet aux microtubules d’être très dynamiques, ce qui leur 
permet de se dépolymériser et de se repolymériser continuellement (Desai et 
Mitchison, 1997). Le réseau microtubulaire intervient particulièrement dans la 
mobilité cellulaire, dans la morphologie ainsi que dans la division cellulaire. Les 
microtubules sont aussi impliqués dans le transport intracellulaire et peuvent 
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constituer de véritables rails sur lesquels des moteurs moléculaires peuvent se 
déplacer. Il existe aussi des protéines associées aux microtubules (MAPs) qui 
peuvent être de plusieurs types. 
 
 
1.3.3.1 La tubuline 
 
 
Les microtubules sont composés de dimères de tubuline, lesquels sont 
constitués de deux sous-unités hétérotypiques, soit la tubuline α et la tubuline β 
(voir Figure 1.4A). Les dimères sont assemblés bout à bout en 13 protofilaments 
qui forment les microtubules, dont l’intérieur est vide, tel qu’illustré à la Figure 
1.4B (Howard et Hyman, 2006). La sous-unité β est exposée à l’extrémité (+) du 
microtubule, celle qui polymérise le plus rapidement, tandis que la sous-unité α 
est exposée à l’extrémité (-), celle qui dépolymérise le plus vite. Cet assemblage 
est extrêmement dynamique (Mitchison et Kirschner, 1984). Lorsqu’il est 
assemblé, le dimère peut lier la GTP et c’est la sous-unité β qui est responsable 
de l’hydrolyser en GDP.  La stabilité des dimères est influencée selon leur 
liaison au GTP ou au GDP. Lorsque la concentration en tubuline/GTP est 
élevée, les dimères tendent à s’assembler en microtubules, tandis que si c’est la 
concentration en tubuline-GDP qui est élevée, ils tendent plutôt à se 
dépolymériser et se dégrader, tel qu’illustré à la Figure 1.4C (Buey et al, 2006). 
Le cycle du GTP est donc essentiel pour l’instabilité dynamique des 
microtubules. La tubuline peut être la cible de plusieurs molécules 
pharmaceutiques, tels la vinblastine, la colchicine, la colcémide et le taxol. Les 
trois premières se lient aux polymères et inhibent leur polymérisation, 
déstabilisant ainsi les microtubules et empêchent leur formation. Le taxol, quant 
à lui, inhibe leur dépolymérisation en stimulant l’assemblage des dimères de 
tubuline et en les stabilisant. 
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1.3.3.2 Les protéines associées aux microtubules 
 
 
La stabilisation des microtubules est réalisée grâce à des protéines qui 
s’associent à ces derniers, soit les «microtubule-associated proteins» (MAPs) 
Figure 1.4 Schéma simplifié de la structure des microtubules. (A) Les 
microtubules sont composés de tubuline α et β qui forment des dimères, ce qui  
leurs confère une certaine polarité. L’extrémité (+) est celle qui polymérise le 
plus rapidement. (B) Les dimères sont assemblés bout à bout en 13 
protofilaments, formant un cylindre d’environ 24 nm dont l’intérieur est vide. (C) 
Les microtubules sont des structures qui peuvent rapidement croitre 
(polymérisation) ou se rétracter (dépolymérisation) selon leur liaison au GTP ou 
au GDP.  (Adapté de Nature Education) 
 17 
(Cleveland et al, 1977). Elles sont capables de stabiliser les microtubules en des 
localisations précises du cytoplasme. Elles forment une famille diversifiée de 
protéines, souvent phosphorylables, et peuvent réguler la formation des 
microtubules en favorisant leur stabilisation ou leur déstabilisation. Une grande 
variété de MAPs ont été identifiées dans différents types cellulaires et elles 
s’avèrent être impliquées dans une multitude de fonctions. Elles peuvent être 
impliquées dans le guidage des microtubules vers des localisations cellulaires 
spécifiques, dans les interactions microtubule-microtubule ou avec d’autres 
protéines (Al-Bassam et al, 2002).  L’association des MAPs aux microtubules 
est régulée par leur degré de phosphorylation. Ce sont les «microtubule-affinity-
regulating-kinase» (MARK) qui ont la fonction de phosphoryler les MAPs, 
causant leur détachement aux microtubules, ce qui mène à leur 
dépolymérisation (Drewes et al, 1998). Les MAPs ont été divisées en deux 
catégories, soit de type I incluant les MAP1, et le type II incluant les MAP2, 
MAP4 et les protéines tau (Drewes et al, 1998).  Les MAP1 sont retrouvées 
dans différents types cellulaires et certains membres seulement dans les 
axones et les dendrites des cellules neuronales.  Les MAPs de type II sont 
retrouvées exclusivement dans les cellules neuronales des mammifères 
(Drewes et al, 1998). 
 
 
1.3.3.3 Les microtubules neuronaux 
 
 
L’arrangement,  la structure et les fonctions des microtubules sont sensiblement 
différents dans les neurones en comparaison à toute autre cellule. Ces 
caractéristiques diffèrent également dans les trois compartiments du neurone 
lui-même, soit le soma, l’axone et les dendrites. Par exemple, le réseau 
microtubulaire des axones matures est composé de microtubules stables et 
labiles et est maintenu dans un état stable (Ahmad et al, 1993). Les axones et 
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les dendrites montrent des patrons différents d’organisation des microtubules, 
lesquels sont impliqués dans plusieurs processus lors du développement du 
système nerveux, comme la migration neuronale, le guidage axonal et la 
formation de circuits (Tedeschi et Bradke, 2013). De plus, les microtubules sont 
fortement représentés dans les neurones où ils ont un rôle fondamental dans le 
transport axonal des vésicules.  
 
 
Le transport axonal est assuré par les deux types de protéines motrices, soit la 
dynéine et la kinésine, qui sont spécifiquement associées aux microtubules. La 
kinésine assure le transport dit antérograde vers l’extrémité (+) des 
microtubules, donc du corps cellulaire vers la synapse (Morfini, 2009; Burns, 
2009; Binder et al, 2009). La dynéine, quant à elle, assure le transport 
rétrograde vers l’extrémité (-), donc vers le soma en direction du noyau (Oztas, 
2003). 
 
 
Les MAPs de type 1 sont retrouvées dans toutes les cellules en général, mais 
on peut aussi les retrouver dans les axones et les dendrites des neurones.  Les 
MAPs de type II, soit MAP2 et tau (MAPT), sont retrouvées exclusivement dans 
les cellules neuronales et participent entre autres à la détermination des 
structures axonales et dendritiques lors du développement. (Goldstein et 
Gunawardena, 2000).  MAP2 est retrouvée surtout au niveau des dendrites 
tandis que tau se situe au niveau de l’axone. Ces deux protéines stabilisent les 
microtubules, ce qui favorise l’addition de polymères de tubulines, accélérant 
ainsi la croissance des microtubules.  Il a été démontré que ces deux protéines 
permettraient la stabilisation des microtubules en se liant à la surface d’autres 
protofilaments microtubulaires (Al-Bassam et al, 2002). Un lien a été démontré 
quant à la fonction de la protéine tau dans la maladie neurodégénérative de 
l’Alzheimer (voir Figure 1.5A). Dans le tissu nerveux de patients atteints de cette 
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maladie, tau forme des agrégats anormaux, caractérisés dans la plupart des cas 
par une hyper-phosphorylation de la protéine (Mandelkow, 1995). Leur 
détachement massif des microtubules réduit grandement la stabilité de ces 
derniers tout au long de l’axone, comme montré à la Figure 1.5B (Garcia et 
Cleveland, 2001). Ce phénotype, caractérisé par une instabilité des 
microtubules, serait une des causes principales des symptômes de la maladie 
(Crowther et Goedert, 2000).  
 
 
Figure 1.5 Morphologie des microtubules sains comparée à celle des 
microtubules dans la maladie de l’Alzheimer. (A) Tau facilite la stabilisation 
des microtubules et est particulièrement abondant au niveau de l’axone du 
neurone. (B) La fonction de tau peut être compromise et c’est particulièrement 
le cas lors de la maladie d’Alzheimer. Cette perte de fonction serait due à une 
hyper-phosphorylation de tau, ce qui réduit grandement leur attachement aux 
microtubules, et par la séquestration de tau par les neurofibrilles. Le 
détachement de tau aux microtubules cause une dépolymérisation de ceux-ci. 
(Adapté de Chen et al. 2013) 
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1.4 DLK (Map3k12) 
 
 
Dual leucine zipper kinase (DLK/MAP3K12) est une sérine/thréonine kinase qui 
appartient à la famille des «mixed-lineage kinase» (MLK), qui inclut aussi MLK1, 
MLK2, MLK3, MLK4, LZK, ZAKα et ZAKβ, et au sous-groupe des «mitogen-
activated protein kinase kinase kinase» (MAPKKK) (Gallo et Johnson 2002). Les 
membres de cette famille ont des caractéristiques structurales communes qui 
sont uniques à la famille des protéines kinases. Elles comportent un domaine 
catalytique hybride entre ceux retrouvés chez les sérines/thréonines kinases et 
les tyrosines kinases ainsi qu’un ou deux motifs «leucine zipper». Ces derniers 
sont d’ailleurs essentiels à la dimérisation et l’activation de DLK et pourraient 
même avoir un rôle dans ses interactions protéines-protéines (Nihalani et al, 
2000; Kagoshima, 2005).  
 
 
Les cascades impliquant les «mitogen-activated protein kinase» (MAPK) sont 
parmi les voies de signalisation les plus étudiées. De manière générale, ces 
voies sont activées en réponse à un stimulus détecté par la cellule (Figure 1.6). 
Ces kinases sont essentielles pour la transduction de signaux extracellulaires 
qui régulent différentes réponses cellulaires comme la croissance, la 
différentiation, la migration, la survie, la mort et le métabolisme de la cellule 
(Gallo et Johnson, 2002). La transmission de l’information par les MAPK se fait 
généralement par un assemblage de plusieurs protéines en un seul complexe à 
l’aide d’une protéine échafaud (Bost et al, 2005). Lorsque la MAPKKK est 
activée, elle peut phosphoryler et activer une MAPKK, qui pourra à son tour 
phosphoryler une MAPK. Cette dernière va également phosphoryler et/ou 
interagir avec différentes protéines effectrices, par exemple certains facteurs de 
transcription, ce qui mènera à une réponse biologique spécifique au stimulus de 
départ, tel qu’illustré à la Figure 1.6. On retrouve trois voies de signalisation 
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majeures des MAPK, soit celle de «extracellular signal-regulated kinases» 
(ERK), p38 et «c-Jun N-terminal kinases» (JNK). Généralement, les MAPKKK 
sont régulées soit via l’activation de récepteurs, via leur recrutement aux 
membranes par des protéines adaptatrices, via l’activation de protéines 
couplées au GTP et/ou par leur phosphorylation. Malgré le fait que DLK soit le 
sujet de plusieurs études, les différents stimuli responsables de son activation 
ne sont pas encore bien compris. 
 
 
Figure 1.6 : Schéma représentant la voie de signalisation générale des 
MAPK. Un stimulus extracellulaire quelconque permet l’activation de la voie via 
un récepteur, soit couplé à une protéine G ou non, ou via d’autres molécules 
par exemple une kinase. La MAPKKK activée phosphoryle une MAPKK qui va 
elle aussi phosphoryler une MAPK. Cette dernière phosphorylera des substrats, 
soit cytoplasmiques ou nucléaires, ce qui permettra la régulation de gènes 
cibles et engendrera une réponse appropriée au stimulus de départ. 
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1.4.1 Les sites d’expression majeurs de DLK 
 
 
Contrairement à la plupart des MLKs, qui sont exprimés dans plusieurs tissus 
(Ing et al, 1994; Liu et al, 2000; Gotoh et al, 2001; Gross et al, 2002), DLK 
montre des patrons d’expression plus restreints (Blouin et al, 1996; Nadeau et 
al, 1997). Il est connu que les niveaux d’expression les plus élevés de DLK 
seraient au niveau du cerveau et des reins (Reddy et Pleasure, 1994 et 
Holzman et al, 1994). Cette MAPKKK est particulièrement abondante durant le 
développement du cerveau chez la souris et serait préférentiellement localisée 
dans les axones, où elle est étroitement associée aux microtubules (Hirai et al, 
2002). Durant le développement, l’expression de l’ARNm de DLK a 
effectivement été détectée dans les tissus neuronaux comme le cerveau et la 
glande spinale, tout comme dans plusieurs organes embryonnaires, incluant la 
peau, l’intestin, le pancréas et le foie (Nadeau et al, 1997). Chez la souris 
adulte, les transcrits de DLK sont davantage abondants dans le système 
nerveux central, en particulier dans l’hippocampe du cerveau et dans les 
cellules de Purkinje du cervelet, tout comme dans les compartiments épithéliaux 
de l’estomac, de l’intestin, de foie et du pancréas (Blouin et al, 1996). 
Finalement, DLK serait exprimée aussi dans les ilots de Langerhans 
pancréatiques (Oetjen et al, 2006) et dans les tissus adipeux blancs et bruns 
chez la souris mature (Couture et al, 2009). Chez la souris adulte, DLK est 
retrouvée davantage dans les cellules hautement spécialisées, donc 
différenciées (Reddy et Pleasure, 1994).  
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1.4.2 La voie de signalisation DLK 
 
 
La voie de signalisation DLK suit le patron classique de la voie des MAPK. Il a 
été démontré que DLK serait impliquée en amont des trois voies des MAPK, soit 
ERK, p38 et JNK, dont cette dernière est particulièrement privilégiée (Daviau et 
al, 2009; Fan et al, 1996; Nakata et al, 2005; Robitaille et al, 2010). En effet, 
DLK agit principalement à titre de MAPKKK dans la voie de signalisation JNK 
(Fan et al, 1996, Hirai et al, 1996, Robitaille et al, 2005), par une 
phosphorylation directe de MKK4 et/ou MKK7, deux MAPKK capables de 
phosphoryler JNK (Figure 1.7) (Hirai et al, 1996).  Cependant, seulement une 
interaction avec MKK7 in vitro a été démontrée jusqu’à maintenant (Merritt et al, 
1999).  
 
 
La voie JNK, aussi appelée «stress-activated protein kinases» (SAPK), peut être 
activée par divers stress environnementaux, certaines cytokines inflammatoires, 
facteurs de croissance et autres (Figure 1.7) (Kyriakis et Avruch, 2001). Il existe 
plusieurs isoformes connues de JNK, dont JNK1, JNK2 et JNK3 (Johnson et 
Nakamura, 2007). Les deux premières sont exprimées de façon ubiquitaire alors 
que l’expression de JNK3 est restreinte au niveau du cerveau, du cœur et des 
testicules (Johnson et Nakamura, 2007). Les différentes isoformes peuvent être 
phosphorylées sur leurs résidus tyrosine et thréonine par MKK4 et MKK7 
(Johnson et Nakamura, 2007). Il a été démontré que JNK interagirait avec une 
protéine échafaud, soit «JNK interacting protein» (JIP) (Bost et al, 2005). 
Comme mentionnées précédemment, les composantes des voies de 
signalisation des MAPK peuvent s’assembler en complexes qui sont 
coordonnés par des protéines régulatrices, incluant les protéines échafauds 
(Whitmarsh, 2006). Il y aurait plusieurs évidences que les protéines échafauds 
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seraient spécifiques à certaines voies et qu’elles faciliteraient l’activation des 
composantes de ces voies (Whitmarsh, 2006). Selon le stimulus de départ, JIP 
fonctionne en assemblant les composantes de la voie, soit DLK, MKK4/MKK7 et 
JNK, ce qui facilite ainsi la transmission du signal tout au long de la cascade 
(Yasuda et al, 1999). Lorsque JNK est activée par phosphorylation, elle va à son 
tour phosphoryler une panoplie d’autres molécules cytosoliques ou nucléaires et 
ainsi modifier leur activité. En transloquant au noyau, JNK est en mesure de 
phosphoryler une grande variété de facteurs de transcription, par exemple c-
Jun, JunB, JunD, c-Fos et ATF (Figure 1.7) (Cui et al, 2007). Regroupés 
ensemble, ces facteurs de transcription constituent l’«activator protein-1 
transcription factors» (AP-1), lequel peut réguler l’expression de plusieurs gènes 
répondant au stress (Yang, 1998). En ce sens, la voie DLK/JNK est impliquée 
dans la régulation de plusieurs processus cellulaires importants incluant la 
croissance, la différenciation, la survie et l’apoptose. 
 
 
Pour ce qui est de DLK elle-même, il reste plusieurs interrogations quant à son 
activation et son rôle à jouer dans la régulation de certaines molécules et voies 
de signalisation. 
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1.4.3 Régulation de DLK 
 
 
Jusqu’à maintenant, les mécanismes moléculaires régulant les niveaux de DLK 
dans la cellule, tout comme son activation et sa répression, sont peu connus. 
Plusieurs évidences suggèrent que la dimérisation ou l’oligomérisation de DLK, 
médiées par les motifs zipper-leucine, seraient un prérequis pour son 
Figure 1.7 La voie de signalisation DLK/JNK. On estime que DLK peut être 
activée par plusieurs stress extracellulaires, par exemple les cytokines, des 
facteurs de croissance, un stress osmotique ou des UV. Lorsqu’elle est activée, 
elle va phosphoryler préférentiellement MKK7, qui elle va phosphoryler JNK. P-
JNK interagit avec plusieurs protéines, dont Stat3 et c-Jun. Selon le stimulus de 
départ, ces facteurs de transcription réguleront l’expression de gènes impliqués 
soit dans la survie cellulaire, l’apoptose, la prolifération, etc. 
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autophosphorylation, son activation ainsi que l’activation de la voie JNK (Gallo 
et Johnson, 2002). Plusieurs autres recherches effectuées sur la régulation des 
niveaux de DLK dans des cellules neuronales suggèreraient que l’abondance de 
DLK serait due en partie à ses niveaux de phosphorylation et d’ubiquitination 
(Huntwork-Rodriguez et al, 2013).  
 
 
1.4.3.1 Régulation au niveau de l’ubiquitination 
 
 
Lorsque DLK est inactive, ses niveaux sont gardés constants et relativement 
bas dans la cellule selon son état d’ubiquitination qui est dû à l’activité de deux 
protéines, soit PHR1 et USP9X (Figure 1.8A) (Huntwork-Rodriguez et al, 2013). 
PHR1 fait partie de la famille des E3 ubiquitine ligase tandis que USP9X est une 
enzyme permettant la dé-ubiquitination.  
 
 
PHR1 est donc en mesure d’ubiquitiner DLK et ainsi diminuer son abondance 
dans la cellule. En général, les protéines montrant des niveaux d’ubiquitination 
élevés sont recrutées au protéasome, entrainant ainsi leur dégradation. En fait, 
des expériences utilisant un inhibiteur de protéasome, le MG132, ont permis 
d’observer une augmentation de l’abondance de DLK dans des neurones 
primaires de souris (Huntwork-Rodriguez et al, 2013). Aussi, la même équipe de 
recherche a démontré que l’augmentation des niveaux de DLK, observée dans 
des neurones déplétés en PHR1, était suffisante pour permettre une 
augmentation des niveaux de p-JNK, donc suffisante pour activer la voie. 
(Huntwork-Rodriguez et al, 2013). De plus, chez les invertébrés, PHR1 
permettrait de réduire l’abondance de DLK afin de contrôler le développement 
des synapses (Nakata et al, 2005, Collins et al, 2006). L’ubiquitine ligase PHR1 
régule donc négativement les niveaux de DLK.  
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USP9X, quant à elle, régulerait positivement les niveaux de DLK dans la cellule. 
En fait, quand l’ubiquitination de DLK par PHR1 est réduite, par exemple suite à 
une privation de facteurs de croissance, la dé-ubiquitinatinon par USP9X cause 
une augmentation rapide des niveaux de DLK (Huntwork-Rodriguez et al, 2013). 
Des expériences effectuées avec des neurones primaires dont on avait retiré la 
dé-ubiquitinase USP9X ont permis de constater une diminution des niveaux de 
DLK. Ce qui est encore plus intéressant, c’est que cette diminution de DLK 
engendre aussi une réduction des niveaux de phosphorylation de JNK et c-Jun, 
ce qui démontre que l’altération des niveaux de DLK par son ubiquitination est 
suffisante pour moduler l’activité des composantes de la voie de signalisation 
JNK (Huntwork-Rodriguez et al, 2013). 
 
 
Toutes ces observations permettent de dire que les niveaux de DLK ainsi que 
sa stabilité dans la cellule, en conditions normales, seraient en partie 
étroitement régulés via les actions opposées de PHR1 et USP9X (Figure 1.8A) 
(Huntwork-Rodriguez et al, 2013).  
 
 
1.4.3.2 Régulation au niveau de la phosphorylation 
 
 
Comme mentionné précédemment, plusieurs recherches suggèrent que DLK 
serait aussi régulée selon son état de phosphorylation (Huntwork-Rodriguez et 
al, 2013). Effectivement, une équipe de recherche a remarqué qu’une 
augmentation des niveaux de DLK était accompagnée d’une légère 
augmentation de son poids moléculaire, soit d’environ 5 kDa (Huntwork-
Rodriguez et al, 2013). Cette augmentation s’avère être effectivement le résultat 
de phosphorylations (Huntwork-Rodriguez et al, 2013; Mata et al, 1996; Xu et al, 
2001). Des expériences effectuées sur des cellules neuronales traitées en 
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présence d’un inhibiteur de phosphatase ont permis de constater que la 
phosphorylation de DLK permettait une meilleure stabilité de celle-ci (Huntwork-
Rodriguez et al, 2013). En ce même sens, des traitements au MG132 
engendrent aussi une hausse des niveaux de DLK, sans augmenter son degré 
de phosphorylation, ce qui suggère que DLK non phosphorylée serait 
normalement dégradée par le protéasome (Huntwork-Rodriguez et al, 2013).  
 
 
Il a été démontré qu’un stimulus apoptotique promeut la stabilisation de la voie 
JNK et ses composantes, par exemple DLK et JIP (Xu et al, 2001; Xu et al, 
2005). Cet effet est entièrement aboli par l’inhibition de l’expression de JNK ou 
de son activité, suggérant que JNK aurait aussi un rôle à jouer dans la 
stabilisation de DLK. En effet, des expériences effectuées à l’aide d’inhibiteurs 
de JNK sur des cellules neuronales ont montré une réduction de la quantité de 
protéine DLK (Huntwork-Rodriguez et al, 2013). Ces résultats suggèrent donc 
que JNK contribuerait à la stabilisation de DLK selon un mécanisme de 
rétroaction positive, tel que présenté à la Figure 1.8B. Par contre, il ne faut pas 
exclure le fait que DLK soit phosphorylée de manière JNK-indépendante, par 
des molécules et/ou des mécanismes encore inconnus. 
 
 
Il y aurait aussi quelques évidences que la protéine échafaud JIP-1 régulerait 
l’activité de DLK en s’y liant, prévenant ainsi son oligomérisation et son 
activation (Nihalani et al, 2000). En ce sens, une protéine nommée MBIP serait 
capable de supprimer l’activité de DLK en se liant directement aux motifs 
leucine-zipper, empêchant ainsi l’oligomérisation de DLK et l’activation de JNK, 
dans des conditions de stress cellulaire (Fukuyama et al, 2000). 
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Finalement, en considérant les expériences présentées ci-dessus, l’ensemble 
des observations suggère que la balance entre la dégradation ou la stabilisation 
de DLK dans la cellule dépend probablement de la nature et de la durée du 
stimulus de départ, du type cellulaire et de l’activité de plusieurs autres 
protéines de signalisation. 
 
 
Figure 1.8 : Régulation de DLK. (A) Les niveaux de DLK sont gardés 
constants grâce à la compétition entre l’ubiquitination par PHR1 et la dé-
ubiquitination par USP9X. Dans ce cas, DLK est inactive. (B) Suite à un stress 
neuronal, DLK est activée, ce qui mène à l’activation de la voie, et donc à la 
phosphorylation de MKK7 et JNK. Cette dernière phosphoryle alors DLK sur 
des sites permettant sa stabilisation. Ce mécanisme de boucle de rétroaction, 
en plus d’une activité constante de USP9X, cause une augmentation des 
niveaux de DLK. 
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1.4.4 Les fonctions de DLK 
 
 
Comme mentionné précédemment, DLK est retrouvée dans plusieurs tissus et 
organes, tels le cerveau, le foie, la peau, le tissu adipeux, etc. Ses fonctions 
peuvent donc différer d’un type cellulaire à l’autre. En effet, des études 
effectuées avec différents types cellulaires incluant des neurones, des 
fibroblastes, des cellules épithéliales et des préadipocytes ont permis d’identifier 
un rôle pour DLK dans la régulation de l’apoptose, de la différenciation et dans 
la croissance axonale.  
 
 
1.4.4.1 Les fonctions de DLK dans les adipocytes 
 
 
Un rôle a été déterminé pour la MAPKKK DLK dans le contrôle de la 
différenciation des cellules graisseuses (Couture et al, 2009). Les niveaux de 
DLK augmentent graduellement pendant la différenciation, tout comme certains 
marqueurs adipogéniques, soit le facteur de transcription PPARγ2, 
l’adiponectine et l’acide gras synthétase (Couture et al, 2009). En fait, l’absence 
de DLK bloque complètement l’adipogenèse en empêchant l’accumulation de 
gouttelettes de lipides dans des cellules 3T3-L1 et sa présence est essentielle 
pour l’accumulation et l’expression de deux régulateurs majeurs de la 
différenciation adipocytaire, soit C/EBPα et PPARγ2. (Wang et al, 1995; 
Tontonoz et al, 1994; Werman et al, 1997; Couture et al, 2009). 
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1.4.4.2 Les fonctions de DLK dans les kératinocytes 
 
 
Le passage des kératinocytes d’un état de prolifération à un état de 
différenciation requiert un contrôle précis de plusieurs cascades de 
signalisation, incluant les MAPKs. DLK se retrouve dans la couche granuleuse 
de l’épiderme, là où sont également exprimés les marqueurs de la 
différenciation terminale (Germain et al, 2000). Les cellules de cette couche sont 
des cellules en différenciation qui ne prolifèrent plus. En fait, il a été démontré 
que DLK est impliquée dans la différenciation terminale des kératinocytes en 
activant les voies JNK et ERK et permettant ainsi l’arrêt de la croissance 
cellulaire (Proulx, 2004). L’expression de DLK induit aussi la dégradation d’ADN, 
stimule l’activité de la transglutaminase et engendre la formation d’enveloppes 
cellulaires cornées, menant ainsi à la mort des cellules et donc à la formation de 
la couche cornée, qui est constituée de cellules mortes dont la fonction 
principale étant d’agir comme une barrière (Robitaille et al, 2005). 
 
 
1.4.4.3 Les fonctions de DLK dans les neurones 
 
 
Chez la souris, le retrait du gène de DLK résulte en un phénotype létal à la 
naissance (Hirai et al, 2006), suggérant  que DLK pourrait avoir un rôle critique 
durant l’embryogenèse et l’organogénèse. Des analyses ont permis de 
constater que ces souris présentent une activité réduite de JNK, suggérant que 
la voie DLK/JNK est sollicitée lors de ces évènements. En plus d’être cruciale 
lors du développement, DLK aurait aussi un rôle à jouer dans la 
dégénérescence et la régénérescence axonale suite à une blessure neuronale 
(Miller et al, 2009).  Cette MAPKKK semble être une composante clé de la 
signalisation pour la régulation de la croissance axonale et pour la réponse au 
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stress dans les cellules neuronales. Les rôles de DLK dans les neurones seront 
davantage détaillés dans les sections suivantes de ce mémoire. 
 
 
Jusqu’à maintenant, les rôles de DLK, tout comme la manière dont elle est 
contrôlée dans les cellules neuronales, sont plus ou moins clairs. DLK contrôle 
la croissance axonale, l’apoptose et la dégénérescence axonale lors du 
développement, tout comme la neurodégénérescence suite à des dommages au 
système nerveux adulte. Dans certains cas, DLK aurait même des fonctions 
contradictoires, tout dépendamment du processus biologique et de l’organisme 
étudié. Selon plusieurs observations, cette MAPKKK serait une régulatrice 
majeure de la signalisation dans les axones suite à un dommage neuronal. La 
dégénérescence et la régénérescence axonale sont deux processus cruciaux 
régulant le développement normal, tout comme certaines conditions 
pathologiques du système nerveux. Plusieurs recherches visent à comprendre 
les rôles DLK dans la régulation de ces deux mécanismes, qui sont étroitement 
liés.  
 
 
1.4.4.3.1 Neurodégénérescence et apoptose neuronale 
 
 
Chez la souris, en réponse à certains stress oxydatifs ou lors d’un apport limité 
en facteurs trophiques, l’activation de cascades de signalisation DLK-
dépendante mène à une rapide dégénérescence neuronale lors du 
développement (Figure 1.9) (Ghosh et al, 2011). La dégénérescence neuronale 
n’a pas seulement lieu lors du développement, mais aussi en réponse à une 
multitude d’agressions incluant la neurotoxicité, la démyélinisation et certains 
traumatismes comme les maladies neurodégénératives (Figure 1.9).  Plusieurs 
études ont permis de démontrer un rôle pour DLK dans l’apoptose et la 
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dégénérescence axonale sous différentes conditions expérimentales, incluant 
des modèles de dégénérescence wallérienne et de neurodégénérescence, 
comme la maladie de Parkinson (Chen et al, 2008). Dans le même sens, la 
délétion de DLK protège certaines classes de neurones de l’apoptose chez les 
souris embryonnaires (Ghosh et al, 2011; Itoh et al, 2011), ainsi que dans des 
modèles de rongeurs atteints de maladies neurodégénératives (Welsbie et al, 
2013; Watkins et al, 2013, Chen et al, 2011). Il a aussi été démontré que la voie 
DLK/JNK régule positivement l’apoptose et la dégénérescence axonale de 
manière c-Jun dépendante et/ou non dépendante. (Ghosh et al, 2011). Par 
contre, les gènes régulés suite à ces évènements, menant à l’activation de la 
voie DLK/JNK, ne sont pas encore bien connus. 
 
 
L’expression de DLK est aussi régulée à la hausse en réponse à des 
dommages axonaux, chez la souris et le rat (Welsbie et al, 2013; Watkins et al, 
2013).  Lors d’une coupure à l’axone, la perte de DLK protège la partie distale 
de la dégénérescence wallérienne, fournissant ainsi une preuve que la voie de 
signalisation DLK aurait un rôle à jouer dans le programme d’autodestruction 
axonale (Miller et al, 2009).  
 
 
1.4.4.3.2 Neurorégénérescence et croissance axonale 
 
 
DLK est une protéine localisée au niveau des axones, et comme mentionnée 
précédemment, elle est retrouvée dans plusieurs aires de développement du 
système nerveux (Hirai et al, 2006; Hirai et al, 2005). Les souris ayant une DLK 
mutante meurent durant la période périnatale et présentent comme phénotype 
des défauts au niveau de la migration neuronale ainsi qu’une réduction du 
nombre d’axones (Hirai et al, 2006; Eto et al, 2010). En absence de DLK, 
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l’activité de JNK, de même que la phosphorylation de certaines de ces cibles, 
diminue durant le développement du cerveau chez la souris (Hirai et al, 2006). 
Lorsqu’on active JNK1 de manière DLK-indépendante, on remarque une 
repousse des axones dans des cultures de neurones murins (Hirai et al, 2011). 
Toutes ses observations permettent d’affirmer que la voie de signalisation 
DLK/JNK est cruciale pour l’axonogénèse.  
 
 
En contraste avec le rôle de DLK dans la dégénérescence,  un nouveau rôle lui 
a été découvert dans la promotion de la régénérescence axonale dans divers 
modèles de recherche (Figure 1.9). À cet égard, des homologues de DLK soit 
DLK-1  chez Caenorhabditis elegans et Wallenda chez Drosophila, réguleraient 
la repousse axonale suite à une blessure (Hammarlund et al, 2009; Yan et al, 
2009) et la régénérescence axonale, respectivement (Xiong et al, 2010). De 
plus, de récentes observations ont commencé à mettre en évidence le rôle de 
DLK dans le contrôle de la réponse régénérative dans le système nerveux de 
mammifère, ce qui permet de croire que ces mécanismes pourraient être 
conservés à travers les différents organismes modèles (Itoh et al, 2009; Shin et 
al, 2012; Watkins et al, 2013). 
 
 
L’activation de DLK permettant des changements dans l’expression de gènes 
autant proapoptotiques que prorégénérateurs démontre ses actions 
contradictoires (Watkins et al, 2013). Même si des progrès ont été faits, la 
compréhension des mécanismes spatiaux et temporels régulant l’activation de 
DLK en réponse aux stress reste encore fragmentaire, tout comme l’identité des 
gènes qui y sont régulés. 
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1.4.4.3.3 Transports rétrogrades  
 
 
Les dommages axonaux déclenchent des signaux qui doivent voyager à partir 
du site de la blessure vers le corps cellulaire du neurone (Abe et Cavalli, 2008; 
Ben-Yaakov et al, 2012). Pour le neurone, il est primordial de détecter le degré 
de gravité des dommages afin de prendre la décision de soit régénérer l’axone 
ou bien de subir l’apoptose. Dépendamment du modèle étudié, DLK serait 
impliqué dans la translocation de signaux prorégénérateurs incluant p-Stat3 et 
p-c-Jun, à partir du site de blessure jusqu’au soma (Itoh et al. 2009; Shin et al, 
2012). Dans des neurones de souris déplétés en DLK, les niveaux de p-Stat3 
augmentent au site de blessure, mais son transport rétrograde vers le soma est 
aboli (Shin et al, 2012). De plus, il a été démontré que p-JNK permet l’activation 
de Stat3 lors de la différenciation neuronale (Liu et al, 2012; Wei et al, 2014). 
L’absence d’accumulation de p-Stat3 au noyau est une caractéristique souvent 
retrouvée dans des modèles dont la régénérescence échoue (Schwaiger et al, 
2000), suggérant que l’activation de Stat3 est requise pour la repousse des 
neurones du SNC (Qiu et al, 2005; Bareyre et al, 2011) 
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1.4.5 L’association de DLK aux microtubules 
 
 
Comme mentionné précédemment, DLK serait associée aux microtubules 
(Figure 1.10) (Hirai et al, 2012). Par contre, son interaction avec ces derniers 
n’est pas bien documentée, elle pourrait soit y être directement associée ou soit 
par l’entremise d’autres protéines régulatrices ou adaptatrices (Jospeh et al, 
2007). Chez le vers C. elegans, la dépolymérisation des microtubules activerait 
la cascade de DLK-1 dans les neurones (Bounoutas et al, 2011). Aussi, 
plusieurs études ont permis de démontrer que la voie DLK/JNK permettrait la 
stabilisation des microtubules dans le neurone en croissance (Tararuk et al, 
Figure 1.9 : Quelques rôles de DLK dans le neurone. Selon les 
circonstances, DLK est impliquée dans plusieurs processus lors du 
développement et peut initier des réponses contradictoires lors d’un stress ou 
d’un dommage neuronal. En bleu : les processus apparentés à la croissance et 
la régénérescence. En rouge : les processus apparentés à l’apoptose et la 
neurodégénérescence. (Adapté de Tedeschi et al, 2013).  
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2006), et en réponse à certains stress dans les cellules neuronales (Ng et al, 
2010). Suite à ces observations, il a été proposé que DLK pourrait être un 
senseur de blessure axonale suite à la dépolymérisation des microtubules. DLK 
pourrait être en effet activée suite à ces évènements et exercer ses effets en 
régulant la dynamique des microtubules dans l’axone endommagé et ainsi 
restaurer le cytosquelette (Chisholm, 2013).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.10 : Immunolocalisation de DLK dans les cellules Neuro-2a par 
microscopie à fluorescence. La tubuline est marquée en vert, DLK en rouge 
et le noyau en bleu (Hoechst). Les flèches pointent vers des parties de l’axone 
où une colocalisation de DLK et de la tubuline est visible. Image non publiée 
prise par Andréanne Blondeau. 
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1.5 Description du projet de maitrise 
 
 
Malgré toute l’information disponible actuellement dans la littérature en lien avec 
les fonctions de DLK dans les neurones, peu de choses sont encore connues 
sur les mécanismes de régulation de la voie DLK/JNK lors du développement et 
lors d’un dommage neuronal. De plus, peu d’études ont documenté l’identité des 
gènes pouvant être régulés par la voie de signalisation de DLK.  
 
 
1.5.1 Hypothèse et objectifs 
 
 
En ayant pris connaissance de l’information disponible sur DLK depuis les 
dernières années, nous avons émis une hypothèse quant à son mécanisme 
d’activation. Lors du développement ou des différents évènements apparentés  
à la neurodégénérescence, plusieurs modifications au niveau du cytosquelette 
peuvent être observés. DLK ayant comme site d’ancrage les microtubules du 
cytosquelette, nous prétendons qu’une dépolymérisation de ces derniers, 
causée par un quelconque dommage environnant, permet la libération de DLK  
dans le cytoplasme, où elle peut être activée et exercer ses effets régulateurs, 
notamment sur l’expression des gènes. 
 
 
En premier lieu, il était primordial de vérifier que DLK était bel et bien activée 
lors de la dépolymérisation des microtubules dans des cellules neuronales en 
culture, en utilisant un agent permettant la déstabilisation des microtubules. La 
vérification de l’activation de DLK s’est faite en observant le degré de 
phosphorylation des substrats en aval de DLK dans la voie. Pour s’assurer que 
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la réponse obtenue est dépendante de la présence de DLK, nous avons 
effectué en parallèle des expériences avec des cellules ayant une déplétion de 
cette dernière.  
 
 
En deuxième lieu, afin de déterminer l’identité des gènes régulés par la voie 
DLK/JNK, nous avons eu recours à la transcriptomique. En effectuant une 
analyse RNAseq sur des cellules déplétées en DLK, en parallèle avec celles de 
type sauvage, et en utilisant des outils bio-informatiques, nous avons pu 
identifier plusieurs gènes régulés par la présence ou l’absence de DLK. 
L’identification de ces gènes et des voies de signalisation y étant associées 
permettront un meilleur éclaircissement des rôles que peut jouer la voie de 
signalisation DLK/JNK dans les neurones. 
 
 
1.5.2 Présentation du modèle utilisé 
 
 
La lignée cellulaire Neuro-2a, des neuroblastes provenant de tumeurs 
cérébrales de souris (ATCC, CCL-131), a été sélectionnée comme modèle dans 
ce projet pour valider notre hypothèse de travail. Ces cellules offrent l’avantage 
d’être faciles à cultiver, de représenter des hôtes manipulables sur le plan 
génétique et de pouvoir se différencier dans un temps relativement court avec 
une grande efficacité. Sous leur forme différenciée, elles présentent des 
caractéristiques propres aux neurones, soit une croissance visible des neurites 
et un arrêt de leur division cellulaire. De plus, les cellules Neuro-2a ont été 
utilisées dans plusieurs études s’intéressant aux maladies neurodégénératives 
ou impliquant des altérations au niveau des microtubules. 
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CHAPITRE 2 
 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
 
 
Culture cellulaire 
 
 
La lignée cellulaire Neuro-2a (ATCC, CCL-131) a été maintenue en culture dans 
le milieu «Dulbecco’s Modified Eagle Medium» (DMEM, WISENT) comprenant à 
la fois 10% de sérum de bovin fœtal (FBS, WISENT), et d’une solution 
d’antibiotiques contenant 100 U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine 
(Gibco). Les cellules ont été cultivées à 37°C sous une atmosphère de 5% de 
CO2. Pour induire la différenciation des cellules, le milieu a été remplacé par un 
milieu DMEM contenant 0,1% d’albumine de sérum bovin (BSA, Fisher) ainsi 
que les antibiotiques, pendant 16 à 24 heures. Les différents traitements sur les 
cellules ont été effectués suite à la différenciation. La colcémide, aussi connue 
sous le nom de demecolcine (Sigma-Aldrich), a été utilisée à une concentration 
de 1 µM à différents temps, selon les expériences effectuées.  
 
 
Production des lentivirus et infection des cellules Neuro-2a 
 
 
Pour la production des lentivirus, les cellules HEK-293 (ATCC, CRL-1573) ont 
été cotransfectées avec le vecteur exprimant la protéine de l’enveloppe virale 
(pMD2.G), le vecteur d’expression et de conditionnement (psPAX2) et soit le 
vecteur lentiviral vide pLKO.1 (Addgene) ou celui contenant l’ARN en «épingle à 
cheveux» dirigé contre l’ARNm de DLK murin (clone TRCN0000022569 et clone 
 41 
TRCN0000022573, Open Biosystems) en utilisant le polyethylenimine max à 
une concentration de 1 µg/µl (Polysciences) comme agent de transfection. 
Après 48 heures d’incubation dans le milieu DMEM supplémenté avec 10% de 
FBS et les antibiotiques, le surnageant contenant les lentivirus a été collecté à 
l’aide d’une seringue et filtrée 0,22 µm. Des aliquotes de 1 ml ont été 
entreposés à -80°C jusqu’à l’utilisation. Les cellules Neuro-2a ont été 
ensemencées 24 heures avant l’infection à une densité de 0,3 X 106 cellules par 
puits dans les plaques à 6 puits, à 0,5 X 106 cellules dans des 60 mm ou à 2,0 X 
106 cellules dans des 100 mm. Le lendemain, pour les plaques à 6 puits, le 
milieu a été remplacé par 0,5 ml de suspension lentivirale et 1,5 ml de milieu 
DMEM, contenant 10% de FBS et les antibiotiques. Du polybrène (Sigma-
Aldrich) a été ajouté dans chaque puits à une concentration de 8 µg/ml. 24 
heures plus tard, les cellules ont été lavées au PBS et le milieu remplacé par du 
milieu frais pour 24h d’incubation, à la suite desquelles les cellules ont été 
sélectionnées par la puromycine (2,5 µg/ml) pendant 48 heures. 24h avant la 
lyse cellulaire, les cellules sont différenciées selon le protocole présenté 
précédemment et si nécessaire, les traitements ont lieu le jour de la lyse. 
 
 
Immunobuvardage de type Western 
 
 
La lyse cellulaire et l’extraction protéique ont été effectuées selon deux 
protocoles, dépendamment de l’expérience. Pour la première méthode, les 
cellules ont été lysées pendant 60 minutes, à 4°C dans le tampon de lyse (150 
mM NaCl, 50 mM Tris-HCL pH 7.4, 5 mM EDTA, 1 µg/ml sodium fluoride, 1% 
Triton X-100, 0,2 mM Na3VO4, 1 µg/ml leupeptine, 1 µg/ml aprotinine et 1 mM 
fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF)). La deuxième méthode, qui permet 
l’extraction de l’ARN à partir du même échantillon, consiste à lyser les cellules à 
 42 
l’aide d’un tampon fourni dans la trousse PARIS (Ambion, Life technologies) 
pendant 30 minutes. Dans le but d’éviter la dégradation des protéines, un 
cocktail contenant des inhibiteurs de protéases (150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCL, 0,1% SDS, PMSF 1 mM, 5 mM EDTA, 0,2 mM Na3VO4, 1µg/ml 
Leupeptine, 1µg/ul Aprotinine) a été ajouté aux échantillons. Afin d’éliminer les 
débris cellulaires, pour les deux protocoles, les lysats ont été centrifugés à 
13000 rpm, pendant 10 minutes à 4°C. La concentration protéique des 
surnageants a été quantifiée par la technique de Bradford, dont le réactif est 
utilisé à une dilution de 1/5 (Bio-Rad Laboratories). Pour les 
immunobuvardages, une quantité égale de protéines a été déposée dans les 
puits pour la migration sur gel, dont la concentration en polyacrylamide (SDS-
PAGE) varie de 7% à 15%, selon le poids moléculaire des protéines observées. 
Les gels ont ensuite été incubés 15 minutes avec une agitation légère dans une 
solution TB (2,9 g Tris-Base, 1,47 g glycine, 0,19 g SDS, 100 ml de méthanol et 
400 ml d’H20). Les membranes de PVDF (Roche Diagnostics) ont été 
immergées dans le méthanol 100% pendant 5 secondes pour ensuite être 
incubées avec agitation pendant 5 minutes dans l’eau distillée et finalement 10 
minutes dans le TB. Le transfert des protéines sur les membranes de PVDF a 
été effectué avec un appareil de transfert semi-sec (Bio-Rad Laboratories) selon 
les instructions du fournisseur. Suite au transfert, les membranes ont été 
bloquées soit une heure à température pièce dans une solution contenant la 
TBS-T (20 nM Tris-HCl, pH 7,5, 150 nM NaCl, 0,1% Tween-20) supplémentée 
de 5% de lait en poudre (p/v) ou soit toute la nuit à 4°C. Les membranes ayant 
été bloquées une heure ont été incubées avec rotation toute une nuit dans la 
solution de blocage avec les anticorps primaires : p-JNK (1 :1000, Cell 
Signaling) p-c-Jun (1 :1000, Cell Signaling). Celles ayant été bloquées toute une 
nuit ont été incubées une heure en présence des anticorps suivant : DLK 
(1 :1000, Douziech et al, 1999), JNK (1 :1000, Cell Signaling), actine (1 :10000, 
Novus Biologicals). Suite aux incubations avec les anticorps primaires, les 
membranes ont été lavées trois fois avec le TBS-T avant d’être incubées à 
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température pièce pendant une heure dans la solution de blocage en présence 
de l’anticorps secondaire conjugué à la peroxydase de raifort, soit l’anti-lapin 
(1 :10000, PerkinElmer) ou l’anti-souris (1 : 10000, PerkinElmer). Finalement, 
les membranes ont été lavées trois fois avant la détection des bandes 
immunoréactives par chimiluminescence (ECL-plus, PerkinElmer).  
 
 
Essais de viabilité  
 
 
Les essais de viabilité ont été effectués avec le réactif bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl (sel de tetrazolium MTT) à l’aide d’une trousse 
de la compagnie Sigma. Les Neuro-2a, ensemencées à raison de 1 X 105 
cellules par puits dans une plaque à 96 puits, ont été traitées à la colcémide 
selon une cinétique de temps et par la suite incubées pendant 3 jours à 37°C et 
5% de CO2 dans le milieu DMEM, sans sérum et contenant les antibiotiques. 
Pour la procédure, tout a été fait selon les instructions fournies dans la trousse, 
sauf que les volumes utilisés sont basés sur les recommandations du protocole 
d’une trousse de la compagnie Promega (CellTiter 96 Non-Radioactive Cell 
Proliferation Assay, G4000). La densité optique a été lue à une absorbance de 
550 nm avec une référence à 690 nm.  
 
 
Extraction des ARN et PCR quantitatifs 
 
 
L’extraction des ARN totaux a été effectuée directement dans les pétris 
contenant les cellules Neuro-2a en utilisant le TRIzol (Ambion, Life 
technologies) pour la lyse cellulaire et en suivant les instructions de la trousse 
de la compagnie Zymo Research (Direct-zol RNA MiniPrep). Les traitements à 
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la DNAse ont été effectués directement sur les colonnes fournies dans la 
trousse et selon les instructions du manufacturier. L’intégrité de l’ARN ainsi que 
la possible contamination par de l’ADN ont été vérifiées au Bioanalyzer Agilent 
2100 (Agilent Technologies).  La transcription inverse a été faite avec 2,2 µg 
d’ARN total, la transcriptase inverse «Transcriptor» (Roche Diagnostics), les 
hexamères aléatoires, les dNTPs (Roche Diagnostics), et 10 unités de 
RNAseOUT (Invitrogen), suivant le protocole du manufacturier, dans un volume 
total de 20 µl de réaction. Toutes les amorces sens et anti-sens ont été 
individuellement remises en suspension à une concentration de 20 à 100 µM de 
la solution stock dans un tampon Tris-EDTA (Integrated DNA technologies) et 
diluées en paires d’amorces à 1 µM dans l’eau «RNAse DNAse-free» 
(Integrated DNA technologies). 10 µl  ont été utilisés pour les réactions de 
polymérisation en chaine quantitative (qPCR) dans une plaque à 96 puits avec 
le thermocycleur CFX-96 (Bio-Rad Laboratories), contenant 5 µl de «Itaq 2X 
Universal SYBR Green Supermix» (Bio-Rad Laboratories), 10 ng (3µl) d’ADNc 
et 200 nM au final (2 µl) de la solution d’amorces. Pour les cycles de qPCR, les 
conditions suivantes ont été utilisées : 3 minutes à 95°C; 50 cycles : 15 
secondes à 96°C, 30 secondes à 60°C, 30 secondes à 72°C. Les niveaux 
d’expression relative des gènes ont été calculés avec le logiciel «qBASE» et les 
trois gènes Sdha, Txnl4b et Pum1 ont servi de contrôles internes pour l’ADNc 
de souris. La conception ainsi que la validation des paires d’amorces ont été 
approuvées, tel que décrit précédemment par Brosseau et al, 2007. Les 
séquences des amorces utilisées sont disponibles dans le Tableau 3.4 de la 
section des résultats.  
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Extraction des ARN messagers 
 
 
L’isolation des ARN messagers (ARNm) a été effectuée à partir d’extraits d’ARN 
totaux (5 µg) en utilisant les billes magnétiques Oligo d(T)25 de NEBNext (New 
England Biolabs) et selon le protocole du manufacturier. L’intégrité des ARN 
ainsi que la possibilité de contaminants d’ADN ont été vérifié par micro-
électrophorèse capillaire à l’aide du Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent 
Technologies) avec la puce NanoChips Agilent (5067-1511).  
 
 
Élaboration de la banque d’ADNc et séquençage  
 
 
La librairie d’ADNc a été construite à partir de 25 ng d’ARNm, isolés comme 
décrit précédemment, à l’aide de la trousse NEBNext (New England Biolabs). 
Quelques outils et réactifs requis pour la préparation de la banque n’étaient pas 
inclus dans la trousse. Entre autres, l’actinomycine D (Sigma-Aldrich) dissout 
dans le diméthylsulfoxide (DMSO) à 5 µg/µl et les adaptateurs utilisés 
(Integrated DNA technologies) dont la séquence est disponible dans le Tableau 
2.1 de la section courante. Pour ce qui est des amorces universelles (Integrated 
DNA technologies), les séquences sont aussi présentées dans le Tableau 2.1. 
L’amorce anti-sens a une séquence de base commune et seulement six 
nucléotides sont uniques pour chacun des échantillons d’ARN (non présentés) 
représenté dans le Tableau 2.1 par –INDEX-. Le support magnétique (Alpaqua 
Rack) ainsi que les billes magnétiques «Agencourt AMPure XP Beads» 
(Beckman Coulter, Inc.) ont été nécessaires à l’élaboration de la banque. 
L’intégrité et la qualité des banques d’ADNc ont été vérifiées par 
microélectrophorèse capillaire au Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) avec 
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la puce «High Sensitivity DNA Chips» (5067-4626). 50 ng d’ADNc 
correspondant à chacune des conditions expérimentales ont été envoyés au 
Centre d’Innovation de l’Université McGill et Génome Québec pour le 
séquençage. La préparation des librairies a été faite selon le protocole 
firststrand NA (Biolabs) et le séquençage des ADNc a été réalisé à l’aide du 
séquenceur Hiseq 2000/2500 (Illumina). L’identification des bases a été faite 
selon le pipeline de Illumina CASAVA et le score de qualité des bases a été  
 évalué à l’aide du programme phred 33.  
 
 
 
 
Microscopie à fluorescence 
 
 
Les cellules ont été fixées directement dans les plaques à 6 puits (Sarstedt) 
avec une solution v/v 12% formaldéhyde (Sigma-Aldrich) et 25% d’une solution 
de sodium cacodylate 0,4 M, pendant une heure à température pièce. Par la 
suite, les cellules ont été incubées 5 minutes dans une solution 50% méthanol à 
Nom  Séquence nucléotidique 
TruSeq-MPEX-R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-INDEX-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC 
IGA-PCR-PE-F AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACAC
GACGCTCTTCCGATCT 
YIGA (adaptateur haut) ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T 
YIGA (adaptateur bas) /5Phos/GATCGGAAGAGCACACGTCT 
Tableau 2.1: Séquence nucléotidique des amorces universelles ainsi que 
des adaptateurs utilisés pour l’élaboration de la banque d’ADN 
complémentaires. 
 _* = base d’ADN phosphorothiate, /5Phos/ = phosphate en 5’. 
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-20°C avant de bloquer 10 minutes à température pièce dans une solution de 
PBSP contenant 0.375 g  glycine, 0.05 g saponine, 50 µl Tween-20, 500 µl 
NP40 et 0.5 g de Triton X-100 dans 100 ml totaux. Suite au blocage, l’Image-it 
(Molecular Probes) a été ajouté aux cellules pendant 30 minutes à température 
pièce. L’incubation avec les anticorps primaires dilués dans le PBSB (2 ml de 
sérum de chèvre, 2 g de BSA, 1 ml de gélatine de poisson et  0.4 g de glycine 
dans 100 ml total) soit anti-DLK (1 :400, Sigma-Aldrich) et anti-tubuline (1 :2000, 
Sigma-Aldrich) mélangée ensemble a été effectuée pendant 2 heures à 
température ambiante. Cinq lavages au PBST (100 ml PBS 10X, 0.1g saponine, 
0.1g Tween-20, 1.0g sodium azide, 900 ml eau distillée) ont ensuite été 
effectués avant l’incubation avec les anticorps secondaires fluorescents, soit 
l’anti-lapin (Alexa-Fluor 555, Invitrogen) et l’anti-souris (Alexa-Fluor 488, 
Invitrogen) dilués dans le PBSP, ainsi qu’avec le Hoechst 33342 (Molecular 
Probes) pendant 2 heures à température pièce, à l’abri de la lumière.  Les 
cellules ont par la suite été lavées 5 fois à l’eau distillée et 2 ml de PBS ont été 
ajoutés dans les puits afin d’éviter le séchage. La plaque a été gardée à 4°C à 
l’abri de la lumière jusqu’à l’observation au microscope à fluorescence (Olympus 
FV300).  
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CHAPITRE 3 
 
RÉSULTATS 
 
 
 
3.1 Effets phénotypiques de la dépolymérisation des microtubules sur 
les cellules Neuro-2a. 
 
 
Afin de vérifier une partie de notre hypothèse, laquelle stipule qu’une 
déstabilisation des microtubules permettrait l’activation de DLK, nous avons 
traité les cellules Neuro-2a à l’aide d’un agent causant la dépolymérisation des 
microtubules, soit la colcémide. À des concentrations relativement basses, la 
colcémide agit en se liant à l’extrémité positive des microtubules et diminue ainsi 
leur dynamique. Utilisée à des concentrations plus fortes, elle promeut le 
détachement des composantes des microtubules en se liant directement aux 
polymères de tubuline, ce qui cause une dépolymérisation de ces derniers. En 
premier lieu, il nous a paru important d’observer les conséquences 
phénotypiques que pouvait avoir ce produit sur les cellules. Pour ce faire, nous 
avons eu recours à la microscopie à fluorescence en utilisant un anticorps 
permettant de marquer la tubuline-α, une composante majeure des 
microtubules. Les résultats ont montré que 1 µM de colcémide a un impact sur 
la morphologie des cellules en affectant directement la tubuline des axones. À la 
Figure 3.1B, qui représente les cellules Neuro-2a traitées à la colcémide 
pendant deux heures, on peut effectivement constater que les axones sont 
fragmentés et discontinus comparativement à ceux de la Figure 3.1A, qui 
représente les cellules n’ayant reçus aucun traitement. Il semble donc bien 
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évident que la colcémide cause une dépolymérisation des microtubules au 
niveau des axones dans les cellules Neuro-2a. 
 
 
Puisque le phénotype observé semble s’apparenter à celui d’un neurone en 
dégénérescence, il était important de vérifier que les cellules n’entraient pas en 
apoptose ou en mort cellulaire. Pour ce faire, des essais de viabilité ont été 
effectués sur les cellules exposées à la colcémide pendant plusieurs temps de 
traitement. Ces essais ont été effectués avec le test MTT, qui est une méthode 
rapide de numération des cellules vivantes. Dans ce test, le réactif utilisé est le 
sel de tétrazolium MTT, contenant un anneau tétrazolium, qui peut être réduit en 
formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules 
métaboliquement actives. Le formazan forme un précipité violet qui peut être 
dissout et quantifié en mesurant la densité optique à 550 nm. Le graphique 
Figure 3.1: Effet de la colcémide sur la morphologie des cellules Neuro-2a. 
L’effet du traitement sur les cellules a été observé par microscopie à 
fluorescence. La tubuline est marquée en vert et le noyau en bleu (Hoechst). A) 
Les cellules Neuro-2a  à leur état différencié. B) Les cellules Neuro-2a à leur 
état différencié ayant subi deux heures de traitement à la colcémide 1 µM. 
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présenté à la Figure 3.2 illustre le pourcentage de cellules vivantes en fonction 
des temps de traitement à la colcémide, allant de 30 minutes à 24 heures. Les 
résultats démontrent que jusqu’à 4 heures de traitement, la viabilité des cellules 
n’est significativement pas affectée. Par contre, à 24 heures de traitement, on 
peut constater une diminution significative de la viabilité des cellules. On peut 
donc conclure que malgré le phénotype observé, il n’y a pas de mortalité 
cellulaire dans le cadre des expériences effectuées avec la colcémide, dont les 
traitements ne dépassent rarement deux heures. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2 Conséquences de la dépolymérisation des microtubules sur la voie 
de signalisation DLK/JNK 
  
 
Afin de vérifier qu’une dépolymérisation des microtubules permet bel et bien 
l’activation de DLK, des traitements à la colcémide ont été effectués sur les 
Figure 3.2: Essais de viabilité sur les cellules Neuro-2a. Chaque colonne 
représente le pourcentage de cellules Neuro-2a vivantes traitées à la colcémide 
par rapport à celles non traitées (100%). Les résultats représentent la moyenne ± 
l’écart-type des triplicata. *, P = 0.01 à 0.05. ns, P ≥ 0.05. 
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cellules Neuro-2a. Les cellules différenciées ont été traitées selon une cinétique 
de temps et des immunobuvardages ont été effectués sur les extraits cellulaires. 
Pour être en mesure de constater une activation de DLK, l’anticorps utilisé était 
dirigé contre la forme phosphorylée d’une MAPK de la voie DLK, soit JNK, afin 
d’analyser son accumulation dans la cellule. Un anticorps contre JNK total a été 
utilisé afin de quantifier et normaliser les bandes. L’anti-actine a été utilisée 
comme contrôle pour la quantité de protéines déposées sur gel et aussi pour la 
quantification et la normalisation des bandes obtenues avec l’anticorps JNK. Les 
résultats d’immunobuvardage ont montré une augmentation de la 
phosphorylation de JNK lors des traitements à la colcémide, ce qui porte à 
croire qu’il y aurait une activation de DLK (Figure 3.3). À des temps de 
traitement de 30 et 60 minutes, la colcémide induit une augmentation des 
niveaux de p-JNK d’environ trois à quatre fois ceux des cellules non traitées.  
Figure 3.3: Activation de la voie DLK/JNK par la dépolymérisation des 
microtubules. (A et B) Niveaux de phosphorylation de JNK dans les cellules 
neuronales Neuro-2a exposées à différents temps de traitement à la colcémide. 
Les anticorps dirigés contre JNK et l’actine ont servi de contrôle interne et pour 
la quantification des bandes. (A) Les résultats représentent la moyenne ± l’écart-
type des triplicata. **, P= 0.001 à 0,01.  *, P = 0.01 à 0.05. (B) Une quantité de 30 
µg d’extraits protéiques a été déposée dans chaque puits d’un gel contenant 10% 
d’acrylamide. 
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3.3 Déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a 
 
 
Afin de vérifier que l’accumulation de JNK phosphorylé était DLK-dépendante, 
nous avons procédé à la déplétion de DLK dans les Neuro-2a par la méthode 
d’ARN interférence. Pour ce faire, nous avons utilisé deux différents vecteurs 
lentiviraux exprimant des sh-ARN spécifiques à DLK, soit le sh-73 et le sh-69, 
ainsi qu’un plasmide contrôle n’exprimant pas de sh-ARN, soit pLKO.1. Les 
résultats de PCR quantitatives montrent l’efficacité de la déplétion de DLK dont 
les niveaux d’expression relative de l’ARNm sont de 17,3% et de 32,9% pour les 
sh-73 et sh-69, respectivement, comparés aux cellules contrôles (Figure 3.4C). 
Les résultats d’immunobuvardage de la figure 3.4A et 3.4B confirment ces 
résultats. En effet, dans les cellules contenant le sh-73 et le sh-69, les niveaux 
d’expression de DLK sont seulement de 2,3% et 12,9% respectivement, par 
rapport aux cellules pLKO.1.  De plus, des immunobuvardages ont aussi été 
faits avec des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de JNK et de c-
Jun, afin de comparer les niveaux de phosphorylation de ces protéines dans les 
cellules déplétées en DLK. On peut constater à l’aide de la Figure 3.4A et B que 
leur niveau de phosphorylation est diminué dans les cellules dans lesquelles 
DLK a été déplétée, comparativement aux cellules pLKO.1. Ces résultats nous 
permettent d’affirmer que l’absence de DLK seule est suffisante pour causer une 
diminution de l’activation de ses substrats.  
 
 
De plus, des observations au microscope à fluorescence ont été faites sur les 
cellules déplétées afin de comparer l’abondance de DLK à celle des cellules 
non déplétées, à l’aide d’un anticorps fluorescent. Visuellement, le taux de 
DLK dans les cellules exprimant le sh-73 (Figure 3.5A) semble plus bas que 
dans les cellules n’exprimant pas de sh-ARN (Figure 3.5B). Pour s’en assurer, 
une comparaison au niveau de la quantification des pixels a été faite dans les 
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deux conditions et on peut constater à la Figure 3.5C qu’il y a effectivement 
une diminution significative de l’abondance de DLK dans les cellules 
exprimant le sh-73.  
 
 
 
Figure 3.4: Déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a. (A) Expression 
relative de l’ARNm de DLK dans les cellules Neuro-2a déplétées en DLK avec 
les sh-73 et sh-69, comparés aux cellules pLKO.1. (B) Immunobuvardages sur 
les extraits de cellules Neuro-2a contenant soit le pLKO.1, le sh-73 ou le sh-69. 
30 µg d’extraits protéiques ont été déposés dans chacun des puits de gels 
contenant 10% d’acrylamide. (C) Quantification des niveaux d’abondance de 
DLK, p-JNK, JNK et p-c-Jun dans les cellules Neuro-2a déplétées ou non en 
DLK. L’anti-actine et l’anti-JNK ont été utilisés comme contrôles internes et pour 
la quantification des niveaux d’expression des autres protéines. Les résultats 
représentent la moyenne ± l’écart-type des triplicata. ****, P< 0.0001. ***, P= 
0.0001 à 0.001. **, P= 0.001 à 0,01.  *, P= 0.01 à 0.05. 
 54 
 
 
3.4 Impact de la déplétion de DLK sur l’activation de la voie DLK/JNK. 
 
 
Afin de s’assurer que l’activation de JNK est bien DLK-dépendante et d’être en 
mesure d’observer l’impact de la déplétion de DLK sur la voie de signalisation 
Figure 3.5: La déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a visible par 
microscopie à fluorescence. La tubuline est marquée en vert, DLK en rouge 
et le noyau en bleu (Hoechst). (A) Cellules contrôles exprimant le pLKO.1. (B) 
Cellules déplétées en DLK exprimant le sh-73. (C) Le niveau de  fluorescence 
moyenne de DLK dans les cellules exprimant le sh-73 comparé à celui des 
cellules pLKO.1. La moyenne des intensités de pixels de DLK a été normalisée 
sur celle de la tubuline. Les résultats représentent la moyenne ± l’écart-type de 3 
expériences différentes.  **, P= 0.001 à 0,01. 
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DLK/JNK, la même cinétique de traitement à la colcémide a été faite sur les 
cellules sh-73. On peut remarquer, à la Figure 3.6, qu’au fil de l’augmentation du 
temps de traitement, la phosphorylation de JNK augmente moins fortement que 
dans les cellules dans lesquelles DLK est présente. Malgré le fait que la 
phosphorylation de JNK augmente de manière significative dans les cellules 
déplétées en DLK à 30 minutes de traitements, les niveaux de p-JNK sont 
significativement plus bas que dans les cellules contrôles, et ce à chaque temps 
de traitement (Figure 3.6A). Ces observations démontrent que l’activation de 
JNK est bel et bien DLK-dépendante en réponse à la dépolymérisation des 
microtubules. 
 
Figure 3.6: Impact de la déplétion de DLK sur la voie de signalisation 
DLK/JNK.  (A) Quantification des niveaux d’abondance de p-JNK suite aux 
traitements à la colcémide sur les cellules déplétées ou non en DLK. (B) 
Immunobuvardage sur les extraits protéiques des cellules sh-73 et pLKO.1 
ayant subies une cinétique de traitement à la colcémide. 30 µg de protéines ont 
été déposés dans chacun des puits de gels contenant 10% d’acrylamide. Les 
résultats représentent la moyenne ± l’écart-type de 3 expériences différentes.  **, 
P= 0.001 à 0,01. *, P= 0.01 à 0.05. 
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3.5 Conséquence de la déplétion de DLK sur le transcriptome des 
neurones exposés à la colcémide. 
 
 
Après avoir montré que DLK, par son action sur la voie de signalisation JNK, est 
un effecteur de la dépolymérisation des microtubules dans les neurones, il était 
intéressant de s’attarder aux gènes régulés de manière DLK-dépendante dans 
ce contexte. Afin d’identifier de tels gènes, nous avons eu recours à une 
approche transcriptomique en effectuant une analyse «RNA-seq» sur des 
cellules Neuro-2a déplétées en DLK, soit avec le sh-73 et le sh-69, et des 
cellules contrôles pLKO.1. Cette expérience a été réalisée en utilisant ces 3 
conditions, chacune non traitée et traitée à la colcémide pendant 30 minutes. 
Suite aux traitements sur les cellules, l’ARN total ainsi que les protéines ont été 
extraits et des PCR quantitatives ainsi que des immunobuvardages ont été 
effectués afin de s’assurer de l’efficacité de la déplétion de DLK. Les ARN 
cellulaires ont été extraits à l’aide de la trousse ZymoResearch, tels que décrits 
précédemment, et leur intégrité ainsi que toute source possible de 
contamination par l’ADN ont été évaluées par microélectrophorèse capillaire au 
Bioanalyzer. La Figure 3.7A présente un exemple de résultats obtenus au 
Bioanalyzer pour l’échantillon des cellules non traitées exprimant le sh-73, 
lequel est sensiblement représentatif des autres échantillons. À la Figure 3.8A, 
qui montre l’expression relative de l’ARN messager de DLK dans chacun des 
échantillons, on peut voir de façon évidente que la déplétion de DLK a été 
efficace. Les niveaux d’expression de DLK dans les cellules sh-73 et sh-69 sont 
de 15,4% et de 20,4% respectivement, par rapport aux cellules contrôles. La 
déplétion de DLK est tout autant observable au niveau de l’abondance de la 
protéine que de l’ARNm, comme le démontre la Figure 3.8B. 
L’immunobuvardage avec un anticorps dirigé contre l’actine confirme que des 
quantités équivalentes d’extraits protéiques ont été déposées dans les puits. 
Suite à ces vérifications, les ARN messagers ont été purifiés des extraits d’ARN 
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totaux à l’aide de la trousse NEBNext «Poly(A) mRNA Magnetic Isolation 
Module», ce qui a permis par la suite de construire la banque d’ADNc. Cette 
dernière a été élaborée à l’aide de la trousse NEBNext «Ultra Directional RNA 
Library Prep Kit for Illumina», telle que décrite précédemment, et un exemple de 
résultat obtenu suite à l’analyse des échantillons par le Bioanalyzer est 
représenté à la Figure 3.7B. Cette dernière nous indique que les transcrits 
générés ont en moyenne entre 200 et 1000 paires de base. Par la suite, la 
banque a été soumise à un séquençage de type Illumina chez Génome Québec 
(Université McGill).  
 
 
 
Figure 3.7: Analyse des ARN et des ADNc par microélectrophorèse 
capillaire. (A) Intégrité des ARN isolés des cellules Neuro-2a non traités 
exprimant le lentivirus sh-73. L’indice de qualité (RIN) de 9,50 confirme la bonne 
qualité des ARN. (B) Intégrité et nombre de paires de base des ADN 
complémentaires synthétisés à partir des ARN isolés des cellules sh-73 non 
traitées.  
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Le séquençage de type Illumina a été effectué en «paired-end sequencing», 
c’est à dire sur chaque brin de la molécule d’ADN complémentaire. Le nombre 
de transcrits généré par l’analyse pour chaque condition est représenté dans le 
tableau 3.1. Seuls les transcrits de bonne qualité, c’est-à-dire ceux ayant une 
valeur de qualité Phred+33 ont été conservés. Ces transcrits représentaient 
entre 89 et 93% des transcrits totaux séquencés, tout dépendamment de  
l’échantillon. Par la suite, ces transcrits ont été alignés sur le génome de 
référence de la souris (Mus musculus 10mm). Selon les échantillons, 97 à 98% 
Figure 3.8: Validation de l’efficacité de la déplétion de DLK dans les 
cellules Neuro-2a traitées ou non à la colcémide en prévision de l’analyse 
«RNA-seq». (A) PCR quantitatives montrant les niveaux relatifs d’expression 
de l’ARNm de DLK dans les cellules Neuro-2a infectées avec les lentivirus sh-
73 et sh-69 par rapport aux cellules contrôles pLKO.1. (B) Immunobuvardages 
montrant les niveaux de la protéine DLK dans les cellules déplétées en DLK 
(sh-73 et sh-69) et non déplétées (pLKO.1) traitées ou non à la colcémide 
pendant 30 minutes. 30 µg de protéines ont été déposés dans chaque puits 
pour les deux anticorps utilisés.  
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des transcrits de bonne qualité ont été alignés sur le génome de référence, ce 
qui démontre la qualité adéquate des échantillons et l’efficacité du séquençage.  
 
 
 
 
 
Les prochaines étapes ont consisté à filtrer les données de séquençage afin 
d’obtenir les gènes qui sont affectés par le traitement à la colcémide en 
présence de DLK. Pour ce faire, nous avons sélectionné les gènes qui étaient 
affectés différentiellement par la colcémide dans les cellules déplétées et dans 
les cellules contrôles. L’expression des gènes ciblés devait donc être semblable 
pour les deux sh-ARN, mais différente des cellules contrôle. Puisque le nombre 
de transcrits générés peut être variable entre les échantillons, il faut les rendre 
comparables entre eux par normalisation en utilisant, par exemple, les outils 
statistiques DESeq et edgeR (Anders et al, 2013). Une différence d’expression 
est statistiquement valable lorsque le «p-value» entre les deux conditions est 
inférieur à 0,05 (Anders et al, 2013). Dans certaines analyses, les valeurs 
ajustées de p-value peuvent être égales ou supérieures à 0,05, ce qui est 
souvent observé en absence de répliquas. Dans ce cas, il est possible de filtrer 
les données selon le «log2 fold change» (ratio) obtenu entre les valeurs de 
chaque condition. Souvent, lorsqu’une expérience de «RNA-seq» est effectuée, 
Tableau 3.1: Informations sur les transcrits générés par l’analyse RNA-seq 
pour chacun des échantillons. Nombre de transcrits générés par l’analyse 
RNA-seq, considérés de bonne qualité et alignés sur le génome de référence de 
la souris (Mus musculus 10 mm). 
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on a déjà une bonne idée des gènes qu’on veut étudier et qui devraient être 
affectés par le traitement. Dans notre cas, nous ne savions pas exactement 
quels gènes nous cherchions alors la démarche s’est avérée plutôt exploratoire. 
De plus, puisque le nombre de gènes présentant des «p-value» égaux ou 
inférieures à 0,05 était très bas, nous avons filtré nos données selon le «log2 
fold change». Suite à la filtration, nous avons obtenu deux listes de gènes, la 
première contenant 390 gènes affectés par le traitement dans les cellules 
pLKO.1, mais n’étant pas exprimés dans les cellules déplétées, et la deuxième 
représentant 347 gènes ayant une différence d’expression supérieure à 2 ou 
inférieure à 0,5 par rapport aux cellules contrôles et ayant une réponse opposée 
à celles-ci en réponse au traitement. Dans la première liste générée, plusieurs 
gènes ont attiré notre attention, mais en s’y attardant davantage, ces gènes 
présentaient un nombre très réduit de transcrits, soit à peine 10 à 20. En partant 
du principe que le nombre de transcrits est proportionnel à l’abondance des 
ARN correspondants dans la cellule, 10 à 20 transcrits signifieraient que le gène 
n’est pratiquement pas exprimé, rendant par le fait même les analyses 
ultérieures de PCR quantitatives plus difficiles à réaliser. Dans la deuxième liste 
générée, le même problème est survenu pour la plupart des gènes. Pour les 
gènes ayant une bonne quantité de transcrits, soit un minimum de 20 dans 
chaque condition, la différence d’expression entre les cellules contrôles non 
traitées à la colcémide et celles traitées était plutôt faible. Bien qu’il y ait 
activation de la voie DLK/JNK dans nos conditions, il semble que le traitement 
de 30 minutes à la colcémide n’a pas affecté de manière significative la 
transcription des gènes. 
 
 
Pour tirer profit de nos analyses de «RNA-seq», nous avons continué à 
examiner les résultats obtenus et constaté que la déplétion de DLK seule avait 
une influence sur l’expression de certains gènes. Puisque le traitement à la 
colcémide ne semble pas avoir d’effet significatif entre les échantillons, nous 
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avons considéré que les échantillons traités et non traités pour chaque condition 
étaient similaires et pouvait constituer des répliquas en soi. Nous avons donc 
comparé tous nos échantillons de cellules déplétées en DLK, soit contenant le 
sh-73 et le sh-69, aux cellules pLKO.1 afin d’identifier les gènes 
différentiellement exprimés et communs à ces conditions. La sélection des 
gènes a été faite sur la base de certains critères, soit avoir un minimum de 20 
transcrits par condition ainsi qu’une différence d’expression inférieure ou égale à 
-1 et supérieure ou égale à 1, représentée en «log2 fold change», par rapport au 
contrôle. En comparant la liste des gènes répondant à ces critères dans 
chacune des conditions, nous avons pu identifier ceux communs à au moins 
trois des quatre échantillons provenant des cellules déplétées en DLK (Figure 
3.9). Les gènes communs ont ensuite été soumis pour analyse à l’outil bio-
informatique «Database for Annotaion, Visualization and Integrated Discovery» 
(DAVID), lequel a permis d’identifier des catégories de termes et de voies de 
signalisation dans lesquelles ces gènes sont enrichis. Les tableaux de la Figure 
3.9B et 3.9C représentent, respectivement, le top cinq des catégories de termes 
et de voies de signalisation auxquelles sont associés les 265 gènes 
différentiellement exprimés, autant positivement que négativement, dans les 
cellules déplétées en DLK. La voie de signalisation ayant attiré notre attention 
est celle du guidage axonal, un processus qui survient entre autres lors du 
développement neuronal ou lors de la régénérescence axonale (Bellon et al, 
2010). 
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A  
B 
Termes Compte/265 % «P-value» 
Signal 89 33,6 1,2e-15 
Glycoprotéine 95 35,8 2,3e-13 
Pont disulfure 73 27,5 3,7e-12 
Sécrétion 45 17,0 3,0e-08 
Matrice 
extracellulaire 
14 5,3 3,7e-06 
    
 
C 
Termes Compte/265 % «P-value» 
Interaction récepteur-matrice 
extracellulaire 
6 2,3 3,7e-03 
Guidage axonal 7 2,6 5,8e-03 
Interaction du récepteur cytokine-
cytokine 
9 3,4 1,1e-02 
Voie de signalisation TGF-beta 5 1,9 2,3e-02 
Adhésion focale 7 2,6 3,7e-06 
     
 
 
Figure 3.9: Analyse transcriptomique des cellules Neuro-2a déplétées en 
DLK. (A) Diagramme de Venn montrant le nombre de gènes, unique ou 
partagés, exprimés différentiellement dans les cellules déplétées en DLK (sh-73 
et sh-69) comparées aux cellules contrôles (log2 fold change ≤ -1 ou ≥ 1). Top 
cinq des catégories de termes de l’ontologie (B) ou de voies de signalisation (C) 
associées aux gènes induits ou réprimés dans les cellules sh-73 et sh-69 
comparées aux cellules pLKO.1.  
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Numéro d’accession Symbole Log2 fold change 
  sh73 
répliqua#1 
sh73 
répliqua#2 
sh69 
répliqua#1 
sh69 
répliqua#2 
 
ENSMUSG00000028289 
 
Epha7 
 
1,7 
 
1,4 
 
1,7 
 
1,6 
ENSMUSG00000054855 Rnd1 -1,4 -1,1 -1,5 - 
ENSMUSG00000028039 Efna3 1,0 2,5 1,0 2,5 
ENSMUSG00000025810 Nrp1 1,1 1,3 - 1,4 
ENSMUSG00000029765 Plxna4 1,2 - 1,5 1,4 
ENSMUSG00000001227 Sema6b -1,1 -1,8 - -1,8 
ENSMUSG00000025876 Unc5a 1,3 1,5 - 1,1 
 
 
 
 
Le guidage axonal est en fait une branche du neuro-développement dont le 
principe repose sur la chimioattraction et la chimiorépulsion et permet aux 
axones de trouver leurs cibles, notamment grâce aux cônes de croissance. Pour 
chaque trajet d’axone, il existe donc une combinaison de facteurs attractifs et 
répulsifs que l’axone peut reconnaitre en exprimant à sa surface les récepteurs 
adéquats correspondants. Les molécules de guidage axonal sont présentes 
dans différents tissus et organes au cours du développement, mais aussi chez 
l’adulte, où leur expression peut être réactivée dans diverses conditions 
pathologiques (Bellon et al, 2010 : Mann et al, 2007). Parmi ces molécules, on 
retrouve des récepteurs ainsi que les ligands associés, par exemple les 
récepteurs à éphrine et à sémaphorine. Sept gènes identifiés dans notre 
analyse des cellules déplétées en DLK se retrouvent enrichis dans la voie du 
guidage axonal (Tableau 3.3). 
Tableau 3.2: Identité des gènes impliqués dans le guidage axonal, dont 
l’expression est susceptible d’être régulée par DLK. Gènes induits ou 
réprimés dans les cellules Neuro-2a déplétées en DLK, par rapport aux cellules 
exprimant le vecteur pLKO.1, en lien avec le guidage axonal, identifiés par 
séquençage «RNA-seq». 
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Symbole Nom du gène Description 
Epha7 «Eph receptor A7»  Récepteur à activité tyrosine kinase 
 Récepteur à éphrine 
 Implication dans le développement du 
système nerveux et du guidage axonal 
 Adhésion cellules-cellules et répulsion 
Rnd1 «Rho Family GTPase 1»  Petite protéine G 
 Régule l’organisation de l’actine du 
cytosquelette afin d’induire la formation de 
neurites 
Efna3 «Ephrin A3»  Ligand des récepteurs à éphrine 
 Crucial pour la migration, la répulsion et 
l’adhésion durant le développement 
neuronal, vasculaire et épithélial 
Nrp1 «Neuropilin 1»  Agit comme récepteur des sémaphorines 
et des facteurs de croissance de 
l’endothélium vasculaire (VEGF) 
 Rôles dans angiogenèse, guidage axonal, 
survie cellulaire, migration et invasion 
Plxna4 «Plexin A4»  Récepteur à sémaphorine  
 Associé à la maladie d’Alzheimer, 
augmente la phosphorylation de tau 
Sema6b «semaphorin 6B»  Protéine transmembranaire impliquée 
dans le développement du système 
nerveux 
 Rôle majeur dans le guidage axonal 
 Active les récepteurs Plexine et 
Neuropiline 
Unc5a «Unc-5 Homolog A» (C. 
elegans) 
 Récepteur à nétrines requis pour le 
guidage axonal 
 Médiation des effets chimio-répulsifs de la 
netrin-1 
 
 
Tableau 3.3: Propriétés fonctionnelles des gènes du guidage axonal dont 
l’expression est modulée par DLK dans les cellules Neuro-2a. 
Caractéristiques des sept gènes différentiellement exprimés dans les cellules 
déplétées en DLK, identifiés par l’outil bio-informatique DAVID, impliqués dans 
le guidage axonal.  
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Suite à l’identification des gènes présentés ci-dessus, des PCR quantitatives 
(qPCR) ont été effectuées sur une série d’extraits d’ARN provenant des cellules 
Neuro-2a de chaque condition afin de confirmer les résultats obtenus par «RNA-
seq». Les analyses de qPCR ainsi que la conception des séquences des 
amorces (Tableau 3.4) ont été effectuées par la plateforme RNomique du 
Pavillon de recherche appliquée sur le cancer (PRAC) de l’Université de 
Sherbrooke. 
Symbole 
du gène 
Nom des séquences 
 
Séquences 
Map3k12 Sens : Map3k12.qmm.F2 
Anti-sens : Map3k12.qmm.R2 
ATCATCTGGGGTGTGGGAAGCA 
GATCTGTCGGAATGATGGGCGAT 
Epha7 Sens : Epha7.qmm.F2 
Anti-sens : Epha7.qmm.R2 
AGCTCCTTCTGATCCACCATACGT 
GTGACATCGTTTCTTCCCCCGT 
Rnd1 Sens : Rnd1.qmm.F2 
Anti-sens : Rnd1.qmm.R2 
TCAGATGCGGTATTGCTGTGCT 
ACGTGTGCTGGGACAGTAGTCT 
Efna3 Sens : Efna3.qmm.F1 
Anti-sens : Efna3.qmm.R1 
GCCCCAATGTGAAGATCAACGTGT 
ATGAGGAAGAAGGCGATGCCCA 
Nrp1 Sens : Nrp1.qmm.F1 
Anti-sens : Nrp1.qmm.R1 
ACATGGGGCAGGGTTTTCCATC 
AGCTGTTGGGGTATTTTTCAGGGAA 
Plxna4 Sens : Plxna4.qmm.F2 
Anti-sens : Plxna4.qmm.R2 
GCTGGTTGGGGAGAAACCATGC 
GGGCTGTCTGGGGCGATGTATA 
Sema6B Sens : Sema6B.qmm.F2 
Anti-sens : Sema6B.qmm.R2 
TTCCTGTTGCCCGTTGCCAG 
GGTCTGAGGAAGATGCAGGAGC 
Unc5a Sens : Unc5a.qmm.F2 
Anti-sens : Unc5a.qmm.R2 
CCGCAAGAAGGAAGGACTGGAC 
GTAGGTGGTCGTGGTGGTGCT 
Pum1 Sens : Pum1.mm.qref.F1 
Anti-sens : Pum1.mm.qref.R1 
TGCCAGTCTCTTCCAGCAGCA 
TGATTTGGGGTCAAAGGACGTTGG 
Sdha Sens : Sdha.mm.qref.F1 
Anti-sens : Sdha.mm.qref.R1 
CGGCTTTCACTTCTCTGTTGGTGA 
AAAGGCCAAATGCAGCTCGCAA 
Txnl4b Sens : Txnl4b.mm.qref.F1 
Anti-sens : Txnl4b.mm.qref.R1 
CCCTCTACCGTATTTTTCTTCAATGGGC 
AGTTTTCCCCTCATCGCTCCCC 
Tableau 3.4: Noms et séquences des amorces utilisées pour les 
amplifications par PCR quantitative. 
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Les expériences ont été effectuées en triplicata sur les cellules contrôles ainsi 
que celles exprimant les sh-ARN 73 et 69. Les résultats d’analyse de PCR 
quantitatives effectuées sur les sept gènes identifiés par «RNA-seq», ainsi que  
DLK, sont représentés à la Figure 3.10. L’expression relative de l’ARN 
messager de DLK (Map3k12) dans les cellules déplétées, comparée à celle des 
cellules pLKO.1, nous indique que la déplétion a été efficace. En moyenne, 
l’expression de DLK dans les cellules exprimant le sh-73 et sh-69 est, 
respectivement, de 8,4% et 32,1% par rapport à celle des cellules contrôles. Le 
changement d’expression des gènes Rnd1 et Nrp1 va dans le même sens pour 
les deux sh-ARN et confirment les données obtenues par «RNA-seq». 
Effectivement, on remarque une diminution et une augmentation, toutes les 
deux significatives, de l’expression des gènes Rnd1 et Nrp1, respectivement, 
dans les cellules déplétées en DLK. Pour les gènes Epha7, Plxna4 et Sema6b, 
les résultats de PCR quantitatives confirment aussi les données générées par 
«RNA-seq», mais la différence d’expression observée est significative 
seulement pour un des deux sh-ARN utilisés. La déplétion de DLK, autant avec 
le sh-73 que le sh-69, ne semble pas avoir eu de répercussion significative sur 
l’expression du gène Efna3. L’analyse de l’expression du gène Unc5a par qPCR 
contredit les résultats obtenus par «RNA-seq». En fait, dans les cellules 
exprimant le sh-73, l’expression de Unc5a diminue au lieu d’augmenter et 
aucune différence significative n’est observée pour le sh-69. La déplétion de 
DLK dans les cellules sh-73 est davantage prononcée que dans les cellules sh-
69, ce qui peut expliquer les différences d’expression entre les deux obtenues 
pour certains gènes. 
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Par la suite, nous avons mesuré les niveaux d’abondance des protéines 
produites par les gènes Plxna4 et Nrp1, soit la Plexine-A4 et la Neuropiline-1, à 
l’aide d’anticorps dirigés contre ces dernières, dans les cellules Neuro-2a 
déplétées ou non en DLK. Les anticorps produits contre ces protéines étaient 
facilement accessibles et réputés pour être spécifiques et efficaces en 
immunobuvardage de type Western. En plus de ces avantages pratiques, ces 
deux protéines membranaires sont présentes au niveau du cône de croissance 
Figure 3.10: Expression relative des ARNm des gènes régulés par DLK. 
PCR quantitatives montrant les niveaux relatifs d’expression de l’ARNm des 
gènes Map3k12, Epha7, Efna3, Rnd1, Nrp1, Plxna4, Sema6b et Unc5a dans les 
cellules Neuro-2a infectées avec les lentivirus sh-73 et sh-69 par rapport aux 
cellules contrôles pLKO.1. Les résultats représentent la moyenne ± l’écart-type 
de 3 expériences différentes.  ****, P< 0.0001. ***, P= 0.0001 à 0.001  **, P= 0.001 
à 0.01. *, P= 0.01 à 0.05. ns, P ≥ 0.05. 
 68 
des neurones et agissent comme corécepteurs qui interprètent les signaux 
provenant des sémaphorines, des molécules impliquées dans le guidage 
axonal. Les complexes Nrp1-Plxna4-sémaphorine initient des cascades qui 
régulent entre autres l’élagage des axones, la migration neuronale et le guidage 
axonal lors du développement du système nerveux (Suto et al, 2003). Les 
résultats d’immunobuvardage montrent une augmentation significative de ces 
protéines dans les cellules déplétées en DLK, autant avec le lentivirus sh-73 
que le sh-69, comparé aux cellules contrôles pLKO.1. Un anticorps dirigé contre 
l’actine a été utilisé comme contrôle pour la quantité de protéines déposées sur 
gel et aussi pour quantifier et normaliser les bandes obtenues avec les anticorps 
dirigés contre DLK, Nrp1 et Plxna4. De plus, la même expérience a été réalisée 
en utilisant des si-ARN dans les cellules Neuro-2a, ayant les mêmes séquences 
que les sh-ARN utilisés pour la déplétion de DLK. Nous avons aussi observé 
une augmentation du niveau d’abondance de ces deux protéines dans les 
cellules contenant le si-69 ou le si-73, comparées à celles transfectées avec un 
si-ARN non spécifique (résultats non montrés).  
 
 
Les axones en croissance sont dotés d’une structure hautement mobile à leur 
pointe nommée cône de croissance. Ce dernier exprime à sa surface des 
récepteurs qui reconnaissent les signaux de guidage axonal afin de les 
interpréter en une réponse chimiotactique. Ces récepteurs activent des 
molécules de signalisation variées dans la cellule qui vont éventuellement 
affecter le cytosquelette. Effectivement, ce mécanisme engendre des 
modifications au niveau du cytosquelette afin de permettre à l’axone d’avoir une 
certaine mobilité et se diriger vers ses cellules cibles (Tessier-Lavigne et 
Goodman, 1996). On sait aussi que DLK est associée aux microtubules, une 
composante majeure du cytosquelette. Puisque nos résultats indiquent que DLK 
contrôle l’expression de gènes impliqués dans le guidage axonal, on peut se 
demander s’il existe un lien entre la localisation de DLK au cytosquelette et la 
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signalisation engendrée par les molécules du guidage axonal. D’autres 
observations au microscope à fluorescence ont été faites sur des cellules 
exprimant les vecteurs sh-ARN 73 et pLKO.1. Dans les cellules contrôles 
(Figure 3.12A), DLK semble particulièrement abondante au niveau des 
extrémités des axones, soit les cônes de croissance. La déplétion de DLK dans 
les cellules Neuro-2a par le lentivirus sh-73 est associée à une diminution du 
marquage au niveau de ce compartiment du neurone (Figure 3.12B).  
 
 
Figure 3.11: Niveau d’abondance de la plexine-A4 et la neuropiline-1 dans 
les cellules Neuro-2a déplétées ou non en DLK. (A) Quantification des 
niveaux d’abondance de DLK, Plxna4 et Nrp1 dans les Neuro-2a déplétées ou 
non en DLK. L’anti-actine a été utilisée comme contrôle interne et pour la 
quantification des niveaux d’expression des autres protéines. (B) 
Immunobuvardages sur les extraits de Neuro-2a contenant soit le pLKO.1, le 
sh-73 ou le sh-69. 30 µg d’extrait protéique ont été déposés dans chacun des 
puits de gels contenant 10% d’acrylamide. Les résultats représentent la 
moyenne ± l’écart-type de 3 expériences différentes. ***, P= 0.0001 à 0.001. **, 
P= 0.001 à 0.01. *, P= 0.01 à 0.05. 
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Figure 3.12: Immunolocalisation de DLK au niveau des axones dans les 
cellules Neuro-2a. La tubuline est marquée en vert, DLK en rouge et le noyau 
en bleu (Hoechst). (A) Cellules contrôles exprimant le vecteur pLKO.1. Les 
flèches blanches pointent l’extrémité des axones où DLK est colocalisée avec la 
tubuline (B) Cellules infectées avec le lentivirus sh-73 dans lesquelles on note 
que l’abondance de DLK est particulièrement réduite dans les axones et leurs 
extrémités. 
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CHAPITRE 4 
 
DISCUSSION  
 
 
 
L’étude de l'implication de la voie de signalisation DLK/JNK dans les processus 
de dégénérescence et de régénérescence des neurones est actuellement de 
grand intérêt. En effet, plusieurs études ont démontré l’implication de la 
MAPKKK DLK dans ces processus, qui surviennent entre autres lors du 
développement neuronal, d’un stress neurotoxique, d’une blessure ou même 
lors de certaines maladies (Hirai et al, 2006; Miller et al, 2009). À la lumière de 
plusieurs observations, cette MAPKKK serait une régulatrice majeure de la 
signalisation dans les axones suite à un dommage neuronal. Par contre, les 
mécanismes permettant la régulation de DLK lors de ces évènements restent 
encore mal compris, tout comme l’identité des gènes qui y sont régulés.  
 
 
Selon certaines études, DLK serait associées aux microtubules du cytosquelette 
(Hirai et al, 2012; Chisholm, 2013). Il a même été proposé que DLK pourrait être 
un senseur de blessure axonale suite à la déstabilisation des microtubules et 
exercerait ses effets en régulant la dynamique de ces derniers (Chisholm, 
2013). Une compréhension plus poussée de l’implication de DLK dans les 
mécanismes mis en branle lors de certains stress neuronaux permettrait 
l’avancement des recherches qui ont trait, entre autres, au développement 
neuronal et à la neurodégénérescence.  
 
 
C’est dans cette perspective qu’a découlé la formulation de l’hypothèse de 
recherche de mon projet de maitrise. Cette dernière stipule qu’un quelconque 
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dommage à la cellule, causant la dépolymérisation des microtubules, 
engendrerait l’activation de DLK, permettant ainsi sa libération dans le 
cytoplasme où elle exercerait ses effets régulateurs, notamment sur l’expression 
de certains gènes. Afin de vérifier cette hypothèse, deux objectifs avaient été 
proposés, dont le premier était de démontrer l’activation de DLK par la 
déstabilisation des microtubules et le second était d’identifier les gènes 
susceptibles d’être régulés suite à un stress infligé aux cellules.  
 
 
4.1 La dépolymérisation des microtubules cause la fragmentation des 
axones dans les cellules Neuro-2a. 
 
 
Afin d’être en mesure de causer la dépolymérisation des microtubules dans les 
cellules en culture Neuro-2a, nous avons utilisé la colcémide. Nous avons 
montré, grâce au marquage de la tubuline, que la colcémide a un effet marqué 
sur la morphologie des cellules, plus précisément au niveau des axones, qui 
semblent se fragmenter. Ce phénotype s’apparente grandement à celui d’un 
neurone en dégénérescence. Effectivement, lors d’un dommage axonal, la 
partie distale de la blessure du neurone se détache du corps cellulaire et se 
dégénère. Lors de ce processus, décrit par Waller en 1850 et nommé 
dégénérescence wallérienne, l’axone se divise premièrement en de petites 
perles, pour ensuite se fragmenter et finalement disparaitre (Ma et al, 2013). 
Selon nos observations au microscope à fluorescence, la colcémide a un effet 
sur le phénotype des cellules Neuro-2a qui se rapproche grandement de ce 
processus. En effet, les cellules traitées pendant deux heures présentent des 
axones discontinus qui tendent à disparaitre. Les traitements à la colcémide 
nous ont donc permis d’obtenir un modèle de neurones en dégénérescence, qui 
s’avère très pertinent pour l’atteinte des objectifs de mon projet de maitrise. En 
effet, cette molécule affecte morphologiquement les cellules Neuro-2a en 
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déstabilisant les microtubules et peut donc être comparée à un stress 
quelconque qui serait infligé aux cellules. 
 
 
Nous avons par la suite démontré que malgré le phénotype observé en réponse 
aux traitements, les cellules n’entraient pas en apoptose ou en mort cellulaire. 
Puisque nous ne souhaitions pas la mort des cellules, il a été nécessaire 
d’effectuer ce test afin de s’assurer que la dose et le temps de traitement 
alloués aux cellules n’étaient pas cytotoxiques pour ces dernières. En fait, c’est 
seulement à 24 heures de traitement que nous avons constaté une diminution 
significative de la viabilité des cellules. Cette observation n’était pas très 
alarmante puisque les temps de traitement infligés aux cellules dans le cadre 
des expériences de ma maitrise ne dépassaient pas les deux heures.  
 
 
Il aurait été intéressant d’effectuer le même genre d’expérience en utilisant des 
alternatives à la colcémide. Il existe effectivement d’autres molécules connues 
dont le mode d’action consiste à dépolymériser les microtubules. Par exemple la 
colchicine, le nocodazole et la vincristine sont trois molécules qui inhibent la 
polymérisation des microtubules en se liant aux polymères de tubulines 
(Xiaodong et al, 2015; Jordan, 2002; Park et al, 2015). La dépolymérisation des 
microtubules avec l’une ou l’autre de ces drogues, effectuée en parallèle avec la 
colcémide, aurait permis de vérifier que le même phénotype est observé chez 
les cellules Neuro-2a. L’utilisation de ces alternatives aurait aussi permis de 
démontrer que le phénotype observé, c’est-à-dire la fragmentation des axones, 
est bel et bien dépendant de la dépolymérisation des microtubules. 
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4.2 Activation de la voie de signalisation DLK/JNK par la 
dépolymérisation des microtubules 
 
 
La suite du projet consistait à démontrer que DLK était activée par la 
dépolymérisation des microtubules. Pour ce faire, nous avons traité les cellules 
Neuro-2a différenciées à la colcémide selon une cinétique de temps, comme 
dans la section précédente, et nous avons mesuré l’accumulation de la 
phosphorylation de la MAPK JNK, une cible majeure de DLK. Nous avons 
observé, par la méthode d’immunobuvardage de type Western, une 
augmentation de la phosphorylation de JNK au fur et à mesure que les temps 
de traitement augmentaient, ce qui porte à croire qu’il y aurait activation de la 
voie DLK/JNK. Effectivement, en étant activée lors de la dépolymérisation des 
microtubules, DLK aurait permis l’activation de JNK, phosphorylée par 
l’intermédiaire de p-MKK7. Ce résultat concorde avec une étude où il a été 
démontré qu’une dépolymérisation des microtubules causait l’activation de DLK-
1, l’orthologue de DLK chez le vers C. elegans (Bounoutas et al, 2011). Des 
études récentes du même genre viennent aussi renforcer nos observations, 
stipulant que des perturbations au niveau du cytosquelette engendraient 
l’activation de la voie de signalisation DLK chez la drosophile et certains 
mammifères (Valakh et al, 2015). Puisqu’il a été postulé que DLK serait un 
senseur de blessures axonales, ces observations peuvent nous éclairer 
davantage sur les mécanismes d’activation de la voie DLK/JNK. D’autres études 
démontrent que le chemin peut être parcouru en sens inverse, c’est-à-dire que 
ce serait la voie DLK/JNK qui exercerait ses effets sur la dynamique des 
microtubules, ce qui permettrait de restaurer le cytosquelette (Chisholm et al, 
2013) ou permettrait la stabilisation des microtubules dans le neurone face à 
certains stress ou lors du développement (Tararuk et al, 2006; Ng et al, 2010). 
Des études effectuées en 2011 ont montré que la voie DLK/JNK joue un rôle 
critique dans la formation des axones en régulant la stabilité des microtubules 
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(Hirai et al, 2011). Un fait intéressant est que ces évènements sont étroitement 
reliés à la dynamique des microtubules, ce qui permet de faire des liens entre 
les résultats obtenus et les traitements à la colcémide sur les cellules murines. 
DLK est donc sensible à la dépolymérisation des microtubules et son activation 
pourrait permettre le rétablissement ou la stabilisation de ces derniers.  
 
 
La suite des évènements reste toutefois mal comprise et les actions 
contradictoires de DLK dans les neurones rendent la tâche encore plus difficile. 
Comme mentionné précédemment, plusieurs résultats contradictoires suggèrent 
que DLK jouerait un rôle important autant lors de la neurodégénérescence que 
la régénérescence neuronale (Miller et al, 2009; Ghosh et al, 2011, Itoh et al, 
2009). Il serait intéressant d’éclaircir davantage les effets de l’activation de la 
voie DLK/JNK par la colcémide sur le phénotype des cellules.  La signalisation 
engendrée par DLK lors d’une blessure axonale provoquant la destruction du 
cytosquelette cause-t-elle une dégénérescence du neurone ou une 
régénérescence?  
 
 
Il est clair que nos observations ne permettent pas de comprendre de manière 
précise comment DLK est activé lors de ses évènements et quelles sont les 
conséquences de son activation sur la cellule. Des expériences plus 
approfondies devront être effectuées pour arriver à de telles conclusions. Il 
serait intéressant par exemple de connaitre précisément la localisation cellulaire 
de DLK avant et après son activation ainsi que les interactions qu’elle serait 
susceptible d’avoir avec certaines composantes cellulaires, par exemple des 
protéines associées aux microtubules. Pour tenter de répondre à ces questions, 
des expériences de fractionnement cellulaire pourraient être effectuées afin de 
détecter dans quelle fraction DLK se trouve avant et après son activation. Aussi, 
des expériences d’immunoprécipitation permettraient d’identifier, par 
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séquençage, les molécules pouvant être liées à DLK, autant avant qu’après son 
activation. Les réponses à ces questions pourraient nous éclairer davantage sur 
la façon dont DLK est activée, sur ses interactions ainsi que dans quels 
compartiments de la cellule ses fonctions sont exercées.  
 
 
4.3 La déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a cause une diminution 
du degré de phosphorylation de ses cibles 
 
 
Pour s’assurer que l’accumulation de JNK phosphorylé était bel et bien DLK-
dépendante, nous avons procédé à la déplétion de DLK dans les cellules Neuro-
2a en utilisant la méthode des ARN interférents. Cette méthode s’avère très 
efficace grâce à la spécificité de la séquence du sh-ARN avec celle de sa cible, 
l’ARN messager. Ces petits ARN ont un faible taux de dégradation et une bonne 
stabilité dans la cellule. De plus, c’est une technique simple à mettre en œuvre 
au laboratoire, en utilisant comme vecteur d’infection le lentivirus. Nous avons 
utilisé dans toutes nos expériences deux sh-ARN dirigés contre l’ARN messager 
de DLK, soit le sh-73 et le sh-69, à des fins comparatives afin de  s’assurer de la 
validité de nos résultats et réduire les risques que ceux-ci soient à l’origine 
d’effets hors cibles. Nos résultats d’immmunobuvardage et de PCR quantitatives 
démontrent que la méthode est très efficace. En effet, les immunobuvardages 
révèlent que les niveaux d’abondance de la protéine de DLK sont seulement de 
2,3% dans les cellules infectées avec le sh-73 et 12,9% pour celles avec le sh-
69, comparativement aux cellules contrôles. Ces résultats sont aussi confirmés 
au niveau de l’expression relative de l’ARN messager de DLK, qui donne 17,3% 
et 32,9% pour les sh-73 et sh-69. Il est important de constater que l’efficacité de 
déplétion en DLK du sh-73 est plus élevée que celle du sh-69, ce qui peut être 
dû au fait que les deux sh-ARN ne ciblent pas exactement la même séquence 
au niveau de l’ARN messager. De plus, les cellules exprimant le sh-73, en 
 77 
parallèle avec les cellules contrôles, ont été observées au microscope à 
fluorescence à l’aide d’un anticorps fluorescent dirigé contre DLK. La 
quantification des pixels confirme qu’il y a une baisse significative de 
l’abondance de DLK dans les cellules exprimant le sh-73.  
 
 
Des immunobuvardages utilisant des anticorps dirigés contre les formes 
phosphorylées des composantes en aval de DLK dans la voie de signalisation, 
soit JNK et c-Jun, ont aussi été faits afin de comparer leurs niveaux d’activité 
dans les cellules déplétées en DLK ou non. Nous avons observé que les 
niveaux de phosphorylation de ces deux protéines sont grandement diminués 
dans les cellules déplétées. L’absence seule de DLK est suffisante pour 
engendrer une diminution des niveaux de phosphorylation de JNK et c-Jun dans 
la cellule. Ces résultats concordent avec une étude où il a été observé que la 
déplétion de DLK causait une diminution de l’activité de JNK et la 
phosphorylation de certaines de ses cibles (Hirai et al, 2006). Effectivement, 
chez la souris, l’absence de DLK entraine une diminution de la phosphorylation 
de JNK et de son activité dans le cerveau embryonnaire (Hirai et al, 2006). Sous 
ces conditions, cette étude montre que la croissance axonale et la migration des 
neurones pyramidaux sont significativement affaiblies (Hirai et al, 2006). Ces 
résultats démontrent la pertinence de la présence de DLK et de ses cibles lors 
du développement chez la souris. En lien avec ses études, il serait intéressant 
de caractériser par microscopie les cellules Neuro-2a déplétées en DLK 
comparées à celles ne présentant pas de déplétion. Cette expérience 
permettrait de faire ressortir les différences morphologiques entre les deux, par 
exemple le nombre d’axones et leur longueur, et ainsi préciser davantage les 
fonctions physiologiques de DLK. 
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4.4 La déplétion de DLK diminue le degré d’activation de la voie DLK/JNK 
par la colcémide 
 
 
Suite à la déplétion de DLK dans les cellules Neuro-2a, nous avons trouvé 
intéressant d’activer la voie en traitant les cellules avec la colcémide et 
d’observer l’impact que pourrait avoir l’absence de DLK sur les niveaux de 
phosphorylation de JNK. Les cellules ont donc été traitées selon la même 
cinétique de temps que celle décrite précédemment. On a remarqué qu’à 
chaque temps de traitement, les niveaux de phosphorylation de JNK étaient 
statistiquement plus bas en absence de DLK qu’en sa présence, ce qui 
concorde avec nos résultats et ceux de la littérature. Ces observations nous 
permettent d’affirmer que l’activation de JNK est bien DLK-dépendante dans ces 
conditions. Malgré la déplétion de DLK, on remarque tout de même une faible 
augmentation des niveaux de p-JNK causée par le traitement de 30 minutes 
avec la colcémide. En fait, ce n’est pas surprenant d’observer une augmentation 
de l’activité de JNK malgré l’absence de DLK puisque JNK est la cible d’autres 
kinases situées en amont dans la cascade. JNK est phosphorylé 
majoritairement par les deux MAPKK MKK4 et MKK7, toutes deux 
phosphorylées par DLK, mais aussi par d’autres MAPKKK. Ces dernières sont 
aussi impliquées dans la réponse à certains stress qui peuvent être infligés aux 
cellules (Foltz et al, 1998; Haeusgen et al, 2011). Dans notre contexte, le fait 
que les activateurs de JNK soient les cibles d’autres kinases, elles aussi 
impliquées dans la réponse au stress, expliquerait l’activation de JNK malgré 
l’absence de DLK. Nos résultats nous permettent quand même d’affirmer que 
DLK est bel et bien impliquée dans la réponse des neurones face à la 
dépolymérisation des microtubules, et qu’elle permet l’activation de JNK. Cette 
constatation est appuyée par une étude qui démontre clairement que l’activation 
de JNK est DLK-dépendante dans les conditions de stress menant à la 
déstabilisation du cytosquelette (Valakh et al, 2015). DLK est donc sollicitée 
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dans les Neuro-2a lors de ces évènements et doit donc avoir une incidence non 
négligeable sur l’état de la cellule. Comme mentionné précédemment, il serait 
intéressant d’en apprendre davantage sur les conséquences de l’activation de la 
voie DLK/JNK sur la morphologie des cellules. En effectuant des expériences 
durant lesquelles la colcémide est retirée du milieu, il serait intéressant de 
visualiser par microscopie les effets au niveau des axones en présence de DLK 
activée et en absence de celle-ci. Cette expérience pourrait nous éclairer quant 
aux mécanismes que DLK promeut lors de ces conditions de stress, c’est-à-dire 
soit la dégénérescence ou la régénérescence axonale. 
 
 
Nos expériences ont été effectuées sur les cellules Neuro-2a, des 
neuroblastomes murins, et sont donc valables seulement pour cette lignée 
cellulaire. Il serait pertinent de refaire les mêmes expériences sur d’autres 
lignées cellulaires neuronales, par exemple les B35 (ATCC CRL-2754) qui sont 
des neuroblastes de rats ou sur des cultures de neurones primaires de souris 
par exemple. Ces expériences permettraient de montrer que nos résultats ne 
sont pas restreints à seulement un type cellulaire et d’accorder une plus grande 
importance à la voie DLK/JNK lors de conditions de stress dans les neurones. 
 
 
4.5 Les effets régulateurs de DLK sur l’expression de gènes impliqués 
dans le guidage axonal 
 
 
Lorsqu’une voie de signalisation est activée par un stimulus extracellulaire, la 
cellule doit répondre de façon appropriée en activant certains facteurs de 
transcription dont la fonction est de réguler l’expression de gènes spécifiques. 
Dans le cas de la voie de signalisation de DLK, nous avons démontré qu’un des 
stimuli responsables de son activation est la dépolymérisation des microtubules. 
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Par contre, l’identité des gènes étant régulés de façon DLK-dépendante en 
réponse à ce stress n’était pas encore connue. Pour parvenir à l’identification de 
tels gènes, nous avons eu recours à une méthode de séquençage de nouvelle 
génération, le «RNA-seq», qui permet une analyse transcriptomique des cellules 
selon nos différentes conditions expérimentales. Cette expérience a été 
effectuée en utilisant les cellules exprimant le sh-73, le sh-69 et les cellules 
contrôles pLKO.1, toutes trois non traitées et traitées 30 minutes avec la 
colcémide, soit le temps de traitement requis pour observer une augmentation 
significative de la phosphorylation et de l’activité de la protéine JNK. Le but de 
cette analyse était d’identifier des gènes différentiellement exprimés en absence 
et présence de DLK dans les cellules Neuro-2a en réponse à la 
dépolymérisation des microtubules. Une fois les résultats du séquençage en 
main, une analyse des données nous a permis de constater que les traitements 
de 30 minutes à la colcémide infligés aux cellules n’avaient pas d’impact 
significatif sur la transcription de l’ensemble des gènes. Cela s’explique 
vraisemblablement par le fait que le temps de traitement n’était pas assez long 
pour avoir un effet sur la transcription des gènes, même s’il était clair au niveau 
protéique que la voie DLK était activée. 
 
Pour tirer avantage de notre analyse «RNA-seq», nous avons continué 
d’examiner les résultats et nous avons constaté que la déplétion de DLK seule 
avait une influence sur l’expression de certains gènes. Cette observation 
concorde avec des résultats antérieurs démontrant qu’en absence de DLK, les 
niveaux de phosphorylation des composantes en aval de cette dernière dans la 
voie de signalisation étaient diminués de manière significative. Nous avons donc 
obtenu une liste contenant 265 gènes répondants aux critères que nous avions 
posés, laquelle a été soumise à l’outil bio-informatique DAVID. À l’aide de cet 
outil, il est possible de classer les gènes selon leurs fonctions cellulaires et de 
faire ressortir les voies de signalisation dans lesquelles ces gènes sont enrichis. 
Ce qui est intéressant, c’est que la perte de DLK dans les cellules Neuro-2a a 
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résulté en une dérégulation transcriptionnelle de sous-ensembles de gènes 
impliqués entre autres dans différentes fonctions neuronales, tels que la 
migration, la différentiation, l’axonogénèse et le guidage axonal, une observation 
qui supporte son rôle critique lors du développement du système nerveux. Selon 
nos connaissances, aucun de ces gènes n’a été identifié précédemment comme 
étant des cibles de DLK. Les gènes identifiés comme étant impliqués dans la 
voie du guidage axonal ont attiré notre attention due à leurs rôles importants lors 
de la croissance axonale durant le développement et lors de la régénérescence 
axonale suite à une blessure. Comme mentionné précédemment, DLK a 
plusieurs rôles à jouer lors du développement du système nerveux et c’est 
généralement lors de cette période qu’a lieu le guidage axonal. Ce mécanisme 
permet aux axones d’atteindre leurs cibles adéquates, selon un principe 
reposant sur la chimioattraction et la chimiorépulsion. La croissance des axones 
est en effet précisément guidée par des molécules, qui sont des récepteurs ou 
leurs ligands associés, situés dans l’environnement cellulaire que traverse 
l’axone. Lors de notre analyse, nous avons identifié sept gènes en lien avec le 
guidage axonal qui sont différentiellement exprimés dans les cellules déplétées 
en DLK, dont quatre d’entre eux codent pour des récepteurs, soit Epha7, Nrp1, 
Plxna4 et Unc5a. Sema6b et Efna3 codent pour des protéines qui sont en fait 
des ligands des plexines et des récepteurs à éphrines, et Rnd1 pour une petite 
protéine G, toutes impliqués dans le guidage axonal lors du développement du 
système nerveux. C’est pourquoi nous avons donc décidé de nous concentrer 
sur ces gènes. En effet, les gènes codant pour ces protéines ont tous des rôles 
cruciaux à jouer lors du développement. Par exemple, Epha7, un récepteur à 
activité tyrosine kinase, a été identifié comme étant une molécule de 
signalisation de la machinerie moléculaire qui conduit à la maturation et aux 
fonctions synaptiques des neurones (Clifford et al, 2014). Une étude récente a 
révélé que Epha7, qui transmet généralement les signaux répulsifs, altère la 
formation de dendrites lorsqu’il est surexprimé dans les neurones corticaux 
(Clifford et al, 2014).  La neuropiline 1, quant à elle, est impliquée dans plusieurs 
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voies de signalisation qui contrôlent la migration neuronale et l’invasion 
(Lepelletier et al, 2007). En ce qui a trait à Rnd1, il a été démontré que la 
déplétion de cette dernière dans les neurones de l’hippocampe supprime 
l’extension axonale (Li et al, 2009). Plxna4, quant à elle, est nécessaire pour la 
signalisation par les sémaphorines lors du guidage axonal et pour le 
remodelage subséquent du cytosquelette (Gutekunst et al, 2012). Concernant 
Sema6b, dont l’expression diminue dans les cellules Neuro-2a déplétées en 
DLK, les résultats d’une étude parue en 2010 démontrent que son recrutement 
est nécessaire pour une bonne projection des axones des cellules granulaires 
de l’hippocampe (Tawarayama et al, 2010). L’implication de ces gènes dans des 
processus importants du développement pourrait expliquer le phénotype létal 
observé chez les souris dont DLK est absente. En effet, le retrait du gène de 
DLK résulte en un phénotype létal peu de temps après la naissance, caractérisé 
par des défauts au niveau de la migration neuronale et d’une diminution du 
nombre d’axones (Hirai et al, 2006). L’absence de DLK pourrait causer un 
débalancement au niveau de l’expression de ces gènes, troublant ainsi 
plusieurs aspects du développement dans lesquels ils sont impliqués, tels le 
guidage axonal, la migration et la maturation neuronale. Ces observations sont 
conciliables avec des études parues en 2011 ayant montré que la voie de 
signalisation DLK/JNK facilite la formation d’axone lors du développement des 
neurones néocorticaux (Hirai et al, 2011). DLK aurait donc un rôle critique 
durant l’embryogenèse et l’organogénèse en contrôlant l’expression de gènes 
impliqués dans le guidage axonal. Actuellement, nous ne savons pas de quelle 
manière DLK module l’abondance des molécules du guidage axonal dans les 
neurones et il serait intéressant d’en apprendre davantage. Des études 
précédentes ont montré que JNK régule autant positivement que négativement 
l’expression des gènes en phosphorylant des protéines liées à l’ADN, comme 
les facteurs de transcription et les histones et/ou en se liant directement au 
promoteur des gènes activement traduits (Tiwari et al, 2012). On sait par 
exemple que les facteurs de transcription c-Jun et Stat3 sont des cibles de la 
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voie de signalisation de DLK/JNK dans les neurones. Selon des essais 
d’immunoprécipitation de chromatine dont les résultats sont disponibles sur le 
site de la compagnie Qiagen, il semble que c-Jun est un facteur de transcription 
du gène Sema6b et Stat3 des gènes Nrp1, Plxna4, Sema6b et Unc5a. Il serait 
intéressant de vérifier que ces deux facteurs peuvent aussi réguler la 
transcription des autres gènes identifiés par «RNA-seq» en les 
immunoprécipitant et en séquençant les gènes y étant liés (Chip-seq) sur des 
cellules déplétées ou non en DLK. Cette méthode permettrait même aussi 
d’identifier d’autres facteurs de transcription régulant ces gènes dans ces 
contextes. 
 
 
Les molécules de guidage sont présentes dans différents tissus et organes au 
cours du développement, car elles sont primordiales pour l’organisation des 
neurones en réseaux fonctionnels. Lorsque le développement est à terme, les 
gènes codant pour ces protéines sont régulés à la baisse, ce qui a pour effet de 
réduire leur abondance dans les tissus adultes. Il a toutefois été démontré que 
leur expression peut être réactivée chez l’adulte dans diverses conditions 
pathologiques, par exemple lors de troubles neurologiques ou de certains 
cancers (Mann et al, 2007; Mann et al, 2005). On sait aussi que DLK est 
impliquée dans les processus de neurodégénérescence et d’apoptose 
neuronale, qui peuvent survenir lors de pathologies du système nerveux (Chen 
et al, 2008). Nos résultats ont permis de montrer qu’en absence de DLK, les 
niveaux d’abondance de la plexine A4 et de la neuropiline 1 sont augmentés, 
démontrant la capacité de DLK à exercer un effet répressif sur l’expression de 
ces protéines. Comme mentionnées précédemment, ces deux protéines 
transmembranaires peuvent agir comme corécepteurs en réponse à des 
molécules de guidage axonal présentes dans l’environnement et ainsi initier des 
cascades qui régulent entre autres la répulsion dendritique et la migration 
neuronale (Gutekunst et al, 2012). Les ligands majeurs de ce corécepteur 
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protéique sont les sémaphorines, dont la plupart de ces molécules engendrent 
des signaux de guidages répulsifs et inhibiteurs. Lors du développement, ce 
complexe module les effets répulsifs des sémaphorines et leur présence dans le 
cerveau adulte et la moelle épinière suggère des rôles dans la stabilisation du 
réseau neuronal en limitant la croissance axonale (Giger et al, 2010). Nos 
résultats suggèrent que DLK jouerait un rôle régulateur négatif dans l’expression 
des gènes Nrp1 et Plxna4 puisque son absence engendre une augmentation de 
leur expression. Ces faits concordent avec plusieurs études démontrant que la 
déplétion de DLK empêche la repousse axonale suite à une blessure à l’axone 
(Hammarlund et al, 2009; Yan et al, 2009).  
 
 
De plus, nos observations des cellules Neuro-2a exprimant le pLKO.1 au 
microscope à fluorescence montrent que DLK semble particulièrement 
abondante au niveau des axones et de leur extrémité. La déplétion de DLK dans 
les cellules par le sh-73 cause une diminution de sa présence majoritairement 
dans ce compartiment du neurone. Les récepteurs impliqués dans le guidage 
axonal sont présents sur le cône de croissance et servent à l’activation de voies 
de signalisation variées qui affectent le cytosquelette, dont les modifications 
permettent à la cellule d’être mobile. Compte tenu des rôles contradictoires que 
peut jouer DLK dans les neurones, des recherches plus approfondies 
permettraient d’en savoir davantage quant à son implication dans le guidage 
axonal. En exploitant davantage les outils informatiques de mesure qui sont 
maintenant couplés à la microscopie à fluorescence, il serait intéressant de 
comparer certaines données entre les cellules déplétées en DLK et celles 
contrôles, par exemple le nombre d’axones et la longueur de ceux-ci. Nous 
avons montré que DLK est activé par la dépolymérisation des microtubules et 
plusieurs résultats montrent que DLK agit comme régulateur clé de la 
stabilisation de ces derniers. En absence de DLK, il serait plausible d’anticiper 
une altération du cytosquelette comme conséquence biologique de la 
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dérégulation de l’expression des gènes impliqués dans le guidage axonal dans 
les cellules Neuro-2a. Cette idée peut être supportée par le fait que l’ensemble 
des récepteurs du guidage axonal active des molécules de signalisation variées 
dans la cellule qui vont éventuellement affecter le cytosquelette (Tessier-
Lavigne et Goodman, 1996). De plus, puisque les sémaphorines sont des 
ligands de récepteurs neuronaux dont l’expression est modulée par la présence 
de DLK, il serait intéressant de les ajouter dans le milieu de culture des cellules 
déplétées en DLK et celles non déplétées et de comparer leur effet sur la 
croissance des axones ainsi que sur leur orientation. 
 
 
L’ensemble des études portant sur l’implication de DLK dans la réponse aux 
stress axonaux ont révélé des rôles contradictoires pour cette MAPK, qui 
semblent dépendre du modèle étudié et du stimulus infligé aux cellules (Welsbie 
et al, 2013; Watkins et al, 2013). Ces constatations rendent difficile la 
compréhension du rôle qu’exercent les gènes identifiés dans notre modèle de 
cellules déplétées en DLK, bien que ceux-ci soient reconnus pour leur 
contribution dans le contrôle du développement du système nerveux et de la 
régénérescence axonale. Il serait intéressant de refaire le même genre 
d’expérience avec des cellules déplétées et non déplétées en DLK traitées à la 
colcémide à des temps adéquats, ce qui permettrait d’étudier l’effet de 
l’activation de DLK sur ces gènes dans un modèle qui se rapproche davantage 
de la dégénérescence.  
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CONCLUSION 
 
 
 
La voie de signalisation DLK est impliquée dans le développement neuronal et 
dans les mécanismes de neurodégénérescence et de régénérescence axonale. 
En effet, DLK est une MAPKKK qui détecte les détériorations neuronales et peut 
déclencher autant une réponse dégénérative que régénérative (Chen et al, 
2008; Hammarlund et al, 2009; Miller et al, 2009; Xiong et al, 2010,2012; 
Watkins et al, 2013). Par contre, jusqu’à maintenant, les mécanismes régulant 
l’activation de DLK dans les neurones de mammifères étaient peu connus. Mon 
projet a consisté à comprendre l’implication de la voie de signalisation DLK dans 
la réponse des neurones face à la dépolymérisation des microtubules, un signal 
de dégénérescence, et d’identifier les gènes étant régulés lors de ces 
évènements.  
 
 
Nous avons effectivement démontré que la dépolymérisation des microtubules 
permettait l’activation de la voie de signalisation JNK, et ce de manière DLK-
dépendante. Pour ce faire, nous avons utilisé la colcémide, un agent permettant 
la dépolymérisation des microtubules, sur des cellules neuronales en culture, 
soit les Neuro-2a. De plus, nous avons observé que la colcémide avait un effet 
marqué sur la morphologie des cellules, qui s’apparente grandement à des 
neurones en dégénérescence. Il serait intéressant, à la suite de ce projet, de 
pousser les recherches en ce sens afin de parvenir à identifier les molécules 
régulatrices de DLK et d’investiguer davantage quels impacts l’activation de la 
voie DLK a sur la cellule, autant au niveau transcriptionnel que fonctionnel.  
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De plus, mes travaux ont permis d’identifier, pour la toute première fois, des 
gènes dont l’expression est régulée par la présence de DLK. Grâce à une étude 
transcriptomique, nous avons identifié sept gènes étant différentiellement 
exprimés dans les cellules déplétées en DLK comparées à celles non déplétées, 
qui sont impliqués dans le guidage axonal. C’est donc la première fois qu’un lien 
est établi entre DLK et le guidage axonal, un processus ayant lieu lors du 
développement et dont les mécanismes peuvent être réactivés lors de certaines 
pathologies. L’identification de ces sept gènes régulés par DLK ouvre la voie à 
une meilleure compréhension des mécanismes permettant à DLK de contribuer 
au développement du système nerveux et à son maintien chez l'adulte dans les 
conditions de stress. Il ne faut pas oublier que notre analyse s’est concentrée 
sur seulement sept gènes sur 265 identifiés lors de l’étude «RNA-seq» pour des 
raisons d’intérêt et qu’une attention particulière aux 258 autres n’est pas à 
négliger pour l’étude des fonctions de DLK. 
 
 
Sachant que les molécules du guidage axonal ont un rôle non seulement lors du 
développement du système nerveux, mais aussi à l’âge adulte lors de 
l’établissement de certaines maladies neurodégénératives et certains types de 
cancers, il serait intéressant de vérifier les niveaux de transcription des gènes 
identifiés dans un modèle adulte. Nos expériences étant effectuées sur des 
cellules de mammifères en culture, il serait intéressant de reproduire cette 
expérience dans un modèle murin in vivo à l’âge adulte, dans lequel DLK a été 
déplété par ARN-interférence et de vérifier si les sept gènes identifiés répondent 
de la même manière que dans les cellules Neuro-2a. Cette expérience pourrait 
être mise au point à l’aide d’une pompe osmotique Alzet qui permet la livraison 
des siARN directement dans les ventricules du cerveau, à l’aide d’un cathéter. 
Cette pompe permet la livraison de molécules à une concentration déterminée 
et à un taux continu et contrôlé, sans compromettre les activités quotidiennes 
des souris. Cette expérience permettrait d’étudier les répercussions de 
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l’activation de la voie DLK dans des conditions beaucoup plus réalistes et 
d’obtenir des résultats ayant une incidence marquée dans le domaine des 
neurosciences. 
 
 
En plus de son rôle en tant que senseur de stress neuronaux, la découverte du 
rôle de DLK dans la régulation de gènes impliqués dans le guidage axonal 
pourrait aider à comprendre son implication dans la survie neuronale, la 
neurorégénérescence et la neurodégénérescence. Par ailleurs, une meilleure 
compréhension de l’implication de DLK dans l’établissement de pathologies du 
système nerveux liées à la dégénérescence axonale, telles les maladies 
d’Alzheimer et de Parkinson, pourrait mener au développement de médicaments 
ciblant la voie de signalisation de DLK/JNK. 
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